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要旨 
DNA チップ（DNA マイクロアレイ）は、スライドガラスまたはシリコン基板上に DNA の部分配列

を高密度に配置し固定したものであり、多数の遺伝子情報を一括に解析できるツールとして、ゲノム関

連の基礎研究に用いられてきた。DNA チップは、生物現象を研究するツールとして既に定着しており、

網羅的に遺伝子発現やゲノム変異、マイクロ RNA の発現などを調べるために使われている。2008 年に

は 8000 報を超える論文で DNA チップが使用されており、今日でも使われ続けている。一方、競合する

技術の台頭がめざましい。網羅的なゲノム解析が可能な次世代シーケンサーや、数千遺伝子を同時に定

量できる PCR 法が開発され、一部の用途で DNA チップから置き換えが始まっている。今後、DNA チ

ップやその競合技術は、基礎研究分野に加え、創薬研究やテーラーメイド医療を始め、環境検査、食品

検査など様々な産業分野で利用すると期待されている。DNA チップ技術の特長を最大限に生かしなが

ら、不足している検出感度、検出精度を向上させることが、競合技術との差別化において重要と考えた。

本研究では、DNA チップの検出感度、及び検出精度を向上させることを目的とし、新たな高感度 DNA

チップの開発を行った。ハイブリダイゼーションの反応性を向上させるため、柱状構造 DNA チップと

ハイブリダイゼーション溶液をビーズで撹拌する方法を検討し、撹拌しない場合に比べ、3 倍の感度増

強効果がみられた。また、DNA チップ基板に黒色粒子を添加し、自家蛍光を低減させることで、バック

グラウンドノイズによる検出ばらつきを抑えた。さらに、基板上に固定するプローブ DNA を、固定化

効率の高い修飾基を持つもった新アミノ化オリゴ DNA を用いることで、感度性能を向上させた。これ

らの技術を組み合わせ、高感度かつ高精度に検出できる DNA チップを開発した。この高感度 DNA チッ

プは、標識 RNA を 0.3amol/chip まで検出できることが分かった。 

高感度 DNA チップの性能を生物材料を用いて評価するため、出芽酵母をモデルに検証を行った。プ

ローブ設計には、特異性が高くなる設計アルゴリズムと、実験によってターゲット核酸との反応性の良

いプローブを選択する方法を組み合わせ、特異性と反応性を確保したプローブ配列を設計し、高感度酵

母チップを開発した。検証試験には、Onda et al. (2004)が構築した転写因子の強制発現による誘導遺伝

子探索モデルを用い、誘導遺伝子数の検出数及び検出した遺伝子の妥当性を、GeneChip と比較評価し

た。高感度酵母チップは、CeneChip に比べ、多数の遺伝子を検出でき、低シグナルスポットでのばら

つきが少なく、さらに GeneChip よりも多数の変動遺伝子を検出できた。変動遺伝子の Gene Ontology

解析、及び転写因子と誘導遺伝子の関連性を既知情報から評価し、妥当性の高い遺伝子が検出されたと



－2－ 

 
 
 
 
判断できた。以上のことから、高感度酵母チップは、GeneChip に比べ感度性能が向上したことが確認

された。 

次に、高感度 DNA チップを活用したアプリケーションの開発を行った。出芽酵母の染色体を分断し、

ミニ染色体を創出する PCS 法(Sugiyama et al. 2005)を応用し、様々なゲノム構成を持つ株を作出でき

る Genome Reorganization Technology(GReO)法を開発した。GReO 法は、複数のミニ染色体を持った

酵母細胞を培養し、培養中にミニ染色体が様々な組み合わせで脱落することを応用し、培養条件に応じ

たゲノム構成をもつ株を作出する方法である。本研究では GReO 法を実施し、複数のミニ染色体を持っ

た酵母細胞を栄養培地で培養することで、19 種の異なるゲノム構成を持った株を作出することができる

ことを実証した。さらに、GReO 法で作出した株を高感度酵母チップでゲノム構成の変化を調べたとこ

ろ、ミニ染色体の脱落の検出に加え、ミニ染色体のコピー数増幅を検出した。また、ミトコンドリアゲ

ノム及びリボソーム RNA 遺伝子クラスターのコピー数増加が観察され、GReO 法は、ミニ染色体のコ

ピー数変動だけでなく、その他のゲノム領域に対しても影響を与えることが示唆された。GReO 法は種々

の培養条件に応じた株の作出に有効な技術であり、今後の活用が期待される。また、GReO 法に高感度

酵母チップを組み合わせることで、作出した株のゲノム構成を正確に知ることができ、ゲノム構成と細

胞機能との関連性解析に有効である。 

さらに、高感度性能を生かし、従来は解析が困難であったホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)試料

中の RNA を解析可能とする開発を行った。FFPE 試料は長期保管が可能なため、臨床情報が付与され

ている検体を過去にさかのぼり収集でき、バイオマーカー探索に有用とされている。一般的に FFPE 試

料から抽出した RNA は、分解が進んでおり、遺伝子発現解析は困難であるとされていた。本研究では、

RNA 抽出作業によって RNA の分解が進んでいることを見いだし、RNA 抽出方法を工夫することで、

RNA の分解を低減させることができた。さらに、遺伝子発現解析を行う際に通常行われる RNA 増幅を、

従来よりも増幅倍率を抑えることにより増幅バイアスを低減させた。本技術の有効性を検証するため、

肺腺がんの臨床検体を用いて評価した。同一の臨床検体組織を凍結試料、及び FFPE 試料にし、それぞ

れから抽出した RNA を用いて、遺伝子発現解析を行った。凍結試料由来 RNA と FFPE 試料由来 RNA

とで相関性の高い結果が得られ、肺腺がん組織に特徴的な遺伝子を抽出できることが分かった。また、

同じ検体を用いてマイクロ RNA の解析を行ったところ、肺腺がんの既知のマーカーである miR-21 を検

出することができた。マイクロ RNA は、短い分子であり、FFPE 試料中でも分解しにくいとされてい

るが、夾雑する他の RNA 分子によって DNA チップのデータに影響を受けることが示唆された。今後、

抽出技術及び検出技術を改善することで、精度の高いデータを得られるようになり、バイオマーカー探

索や診断用途で活用されることが期待できる。 

本研究では、高感度 DNA チップ技術の開発と、出芽酵母での検証を行い、検出感度、検出精度が向

上していることを確認した。さらに、GReO 法で作出した株の評価、FFPE 試料の解析に高感度 DNA

チップを利用することで新しい知見を得ることが示された。今後、工業分野、医療分野での活用を念頭

に、高感度 DNA チップの性能を活かした、PCR 法や次世代シーケンサーと差別化できるアプリケーシ

ョンの開発が急務と考える。 
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第 1 章 緒論 
 

1.1 研究の背景 

 

a. DNA チップ技術 

 

分子生物学では、種々の解析手法が考案され、実用化されている。DNA 断片を増幅する

PCR 法(Mullis et al. 1987)、抗原・抗体反応によってタンパク分子の有無を同定するウエ

スタンブロット法(Burnette, 1981)、DNA の塩基配列を決定するマキサム・ギルバート法

(Maxam et al. 1977)やサンガー法(Sanger et al. 1977)といったように、生体分子の特徴や

性質を生かして生命情報を読み取る技術が創出され、実用化されている。今日では、これ

らの技術は一般的な解析手法として定着している。 

1 本鎖 DNA が相補鎖配列を持つ他の 1 本鎖 DNA と対合反応(ハイブリダイゼーション)

をする原理を応用し、試料溶液中の特定の DNA 配列を検出するサザンブロット法

(Southern, 1975)、1 本鎖 DNA と相補配列を持つ 1 本鎖 RNA のハイブリダイゼーション

を基本原理とし、試料溶液中の特定の RNA 配列を検出するノザンブロット法(Alwine et al. 

1979)も同様に、多くの研究で用いられ、一般化した技術の一つである。サザンブロット法

は、試料から抽出した DNA をアガロースゲル電気泳動などで塩基長による分離を行う。

DNA はメンブレンに転写された後、あらかじめ用意した標識済みプローブとハイブリダイ

ゼーションさせる。これにより、標識済みプローブとハイブリダイゼーションできる配列

をもった DNA 断片の有無、その塩基長を同定することができる。ノザンブロット法は、ほ

ぼ同様の原理であるが、電気泳動で分離する対象が RNA である点で異なる。これにより、

標識済みプローブとハイブリダイゼーションする配列をもった RNA の有無、およびその塩

基長を同定することができる。具体的には、mRNA を検出することで遺伝子発現状態や

non-cording RNA を検出することができる。いずれの方法も、標識済みプローブはラジオ

アイソトープや、DIG、biotin 等による標識であったため、1 回の実験では、1 種類の配列

に対してのみの検証しかできなかった。 

1990 年代後半に入ると、複数の核酸分子を同時に解析するツールである DNA チップ

(DNA マイクロアレイ)が考案された(Maskos et al. 1993)。DNA チップは、スライドガラ

スまたはシリコン基板などの支持体上にプローブ DNA を高密度に配置し固定したもので

ある。上述したサザンブロット法、ノザンブロット法とは反対に、支持体上にプローブ DNA

を固定し、検出対象の DNA、あるいは RNA を標識しておく。支持体上に標識済み核酸を

アプライし、ハイブリダイゼーションすることで、試料溶液中に含まれる配列の有無を知

ることができ、検出時の強度により数量を相対的に知ることができる。具体的には、2 万数

千個の遺伝子に対して、それぞれ 1 つずつのプローブ DNA を用意し、スライドガラス上に

配列させ固定した DNA チップを用いることで、1 回の実験の中で、試料に含まれる 2 万数
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千個種の mRNA の量、あるいは DNA の量を測定することができる。標識方法が工夫され

ており、複数種類の発光特性の異なる蛍光色素(例えば Cy3, Cy5)を用い、同時に複数の試

料を解析することができる。 

DNA チップは発明された後、国内外の研究機関やメーカーで開発および製品化されてき

た。製造方法は、大きく分けて 3 種類の方法が実用化されている。 

最初に実用化された方法は、米国スタンフォード大学の Brown らによって考案されたピ

ンによるスポットピン方式である(Schena et al. 1995)。96 穴プレートなどの容器に入れた

プローブ DNA 溶液に、ステンレス製のピンを浸漬し溶液をピン先に付着させ、スライドガ

ラスにピンを接触させることで、プローブ DNA 溶液を転着させる方法である (Schena et 

al. 1995)。プローブ DNA には、各種生物種由来の BAC ライブラリー、cDNA ライブラリ

ーから調整した PCR 産物や、合成機で合成したオリゴ DNA を用いることができる。プロ

ーブ DNA の長さに制限はない。あらかじめ調整したプローブ DNA を用いるため、DNA

プローブの濃度や純度を確かめることができる。スライドガラスあたりのスポット数は、

数万スポットが一般的である。 

Affymetrix 社の Forder et al.が開発したフォトリソグラフィー合成法(Fodor et al. 1991)

は、光照射で選択的に除去される保護基をもつ物質を使い、フォトリソグラフィー技術と

固相合成技術を組み合わせることで、固相上に他種類のプローブ DNA 配列を高密度に合成

する方法を開発した。原理は、光化学的に除去可能な保護基で修飾したリンカーを、アミ

ノ基を介して固相に結合させておき、反応部位のみを照射できるようなフォトリソグラフ

ィック・マスクに光を照射する。そして同様の保護基をもつ単量体を導入して最初のカッ

プリング反応を行う。次の合成パターンに合わせフォトリソグラフィック・マスクを交換

する。このサイクルを繰り返すことで目的とするプローブ配列をもった DNA チップを作製

できる。プローブ DNA の長さは 25 塩基前後までが合成可能である。 

また、インクジェットによって基板上に DNA の原料を滴下し、基板上で合成反応を進め

るインクジェット方式が実用化されている (Hughes et al. 2001)。インクジェット法では

60 塩基前後のプローブ DNA を合成することができる。アジレント社が本方式を用いた

DNA チップを製造・販売しており、現在では、スライドガラスあたり 100 万スポットが可

能となっている。 

フォトリソグラフィー合成法やインクジェット方式は、数百万のプローブ DNA を基板上

に固定することができる。ゲノム DNA 全体から適切な間隔で塩基配列を選択し、基板上に

固定したタイリングアレイが実用化され、遺伝子の欠損、重複、転座、一塩基多型などが

ゲノム全体で計測できるようになった。 

DNA チップは、発明から数年を経て、ゲノム全体を測定するツールへと発展を遂げた。

DNA チップを用いた研究数は飛躍的に増加している。論文数は、2000 年頃から増え始め、

2008 年には 8000 報を超えている(図 1-1)。その後、研究ツールとして定着したためか、増

加はしていないが、論文数を維持している。比較として、サザンブロットの報告数を図 1-1
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に示した。サザンブロットは、最初に報告されて以降、急速に多くの研究で用いられはじ

めた。2000 年代に入ると、報告数が減少し始めている。一部の用途において、DNA チッ

プによって置き換えられた可能性が考えられる。しかしながら、今日であっても報告数は

ゼロにならず、使われ続けている。 

複数のメーカー、研究機関から様々な方式で製造された、いわゆるプラットフォームが

異なる DNA チップが多数登場し活用され始めたことで、プラットフォーム間でのデータ互

換性が議論された。米国食品医薬品局(FDA: Food and Drug Administration)は、DNA チ

ップが先進的な医療機器あるいはバイオマーカー検出による個別化医療に用いられること

を想定し、プラットフォーム間のデータ比較検証のため MAQC プロジェクト(microarray 

quarity control control)を推進し、Shi et al. (2006)の報告を含む数報の報告がなされた。

報告の中で、DNAチップのプラットフォーム間で検出値を直接比較することはできないが、

サンプル間の発現変動比(fold change)で比較することで、良い相関が得られることが報告し

ている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-1 論文数の推移 

論文検索キーワードを、「southern blot」「DNA chip」として検索し、結果を集計した。 
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b. DNA チップと競合する技術 

 

上述したように、DNA チップは実用化に向け進展を進めている中、他方で、DNA や RNA

の解析技術でも進展がみられる。特に塩基配列を決定するシーケンサー技術の発展がめざ

ましい。従来用いられていたサンガー法(Sanger et al. 1977)は、PCR で増幅した DNA 断

片にプライマーDNA をアニールさせ、プライマーから DNA の伸長反応を行う。このとき

に、標識した核酸を取り込ませることで配列を読み取る方法である。1 反応あたり 1 配列の

解析が可能であった。近年、発展している配列解析技術は、次世代シーケンサーと呼ばれ

ている。イルミナ(Bentley et al. 2008), ライフテクノロジーズの SOLiD システム 

(McKernan et al. 2009), ロシュ 454 FLX シーケンサー (Margulies et al. 2005), ヘリコス

社の HeliScope (Shendure and Ji, 2008), コンプリートゲノミクス社 (Drmanac et al. 

2010)などを始め、日々進展を続けている。それぞれ異なる反応原理で配列を解析するが、

試料中の核酸配列を網羅的解析することができる。これまで、網羅的なゲノム解析は DNA

チップのみでしか実施できなかったが、次世代シーケンサーの登場により、一部の用途で

は、DNA チップから次世代シーケンサーへの置き換えが進んでいる。 

PCR は、増幅対象の DNA が含まれている溶液に、一対のプライマーDNA と高温耐性

DNA ポリメラーゼを添加し、温度を上下させるサイクルを繰り返すことで DNA 断片を増

幅する技術である。温度サイクルを 1 回経るごとに、DNA 断片の数が 2 倍に増えていくこ

とから、元の核酸の量を増幅産物から推定することができる(定量 PCR)。従来は、96 穴プ

レートあるいは 384 穴プレートで定量 PCR 反応が行われていた。近年、多数の遺伝子を同

時に定量 PCR で検出する技術が開発されている。約 5000 遺伝子を同時に検出できる

Wafergen 社の Smartchip, 約 3000 遺伝子を同時に検出できるライフテクノロジーズ社の

OpenArray (Morrison et al. 2006)が開発されている。 

PCR 法は定量的測定が可能な技術であり、シーケンサーは解析対象の塩基配列が分かる

ため正確な結果が期待できる。現在、それぞれの性質を維持したまま、網羅的解析ができ

る技術が開発され、実用化されつつある。 

田代(2010)は、DNA チップと競合技術の関係について述べている。図 1-2 に田代が報告

している DNA チップと競合技術との関係を一部改変して示した。図 1-2 は、横軸に搭載す

る遺伝子の数を、少、中、多と区分し、縦方向に、感度・精度の高低(左軸)、解析コストの

高低(右軸)で表している。図の中には、大集積アレイ(プローブが 1 万種以上)、中集積アレ

イ(プローブが千から 1 万種)、フォーカストアレイ(プローブが数百種)、ミニアレイ(プロー

ブが数十種)と搭載するプローブの数で 4 種類の DNA チップに区分している。大集積アレ

イには、affymetrix 社やアジレント社が製造するタイリングアレイが該当する。網羅的に

解析できる反面、解析コストが高い。田代は、タイリングアレイはデータの精度が高いと

は言えず、スクリーニングツールとして利用され定量 PCR で結果を検証されることが多い

と指摘している。大集積アレイの競合技術である次世代シーケンサーの解析コストが低減
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し、感度及び精度が向上した場合、大集積アレイは置き換えられる可能性がある。 

一方、フォーカストアレイは、特定の生物現象や病態等の精密な解析・診断を目的とし

た DNA チップで、臨床診断や、産業におけるリスクアセスメントでの活用が想定されてい

る。着目した遺伝子のみを DNA チップに搭載するため、コストを低減できる。また、遺伝

子数が少ないため、実験条件、プローブ DNA の精度を調整しやすく、解析精度を向上させ

ることができる。フォーカストアレイと、さらに遺伝子を絞り込んだミニアレイは、PCR

技術と競合する遺伝子数を対象としている。中集積アレイは、大集積アレイとフォーカス

トアレイの中間的な位置づけとされ、例えば、数千種の遺伝子発現パターンによる診断な

どでの利用を想定している。中集積アレイには、上述した SmartChip や OpenArray が競

合技術となる。 

以上のように、DNA チップは、プローブの数が少ないものから多いものまで、置き換え

が可能な競合技術が登場していることが分かる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1-2 DNA チップと競合技術との位置づけ 

田代(2010)より一部改変して引用。太線で囲った部分を追加した。 

 

フォーカストアレイの例として、オランダ Agendia 社の MammaPrint(Glas et al. 2006)

を挙げることができる。乳がんの予後予測診断キット(再発リスクの予測)として、2007 年

に米国 FDA の承認を得た。組織試料から抽出した RNA を解析に用い、70 種の遺伝子発現
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レベルを測定し、診断する。70 種の遺伝子測定用プローブ DNA とは別に、ネガティブコ

ントロール、データ補整用コントロールプローブ DNA が約千種搭載されている。 

乳がんの予後予測解析法として、ジェノミックヘルス社の OncoTypeDX(Cobleigh et al. 

2006)も FDA の承認を得ている。16 種類のがん遺伝子と、5 種類のリファレンス遺伝子の

発現量を定量 PCR で解析し、再発リスクを判定する。解析には、ホルマリン固定パラフィ

ン包埋試料から抽出した RNA を用いる。 

 DNA チップを用いて診断する Mammaprint と、PCR 法を用いて診断する OncoTypeDX

は、同時期に FDA の承認を得たが、OncoTypeDX がシェアを獲得していると言われている。

MammaPrint は生の組織から抽出した RNA を用いる必要があるのに対し、OncoTypeDX

はホルマリン固定パラフィン包埋試料から抽出した RNA を用いることができる。病理診断

では、採取した組織試料を病理検査のためにホルマリン固定したうえ、パラフィン包埋し、

病理切片を作製する。OncoTypeDX は、ホルマリン固定パラフィン包埋試料(FFPE)を解析

試料としているため、通常の検査の流れの一環で解析できる。一方、MannmaPrint は、解

析のために組織試料を用意しなければならず、利便性が低い。 

 

c. 位置づけ 

 

今後、DNA チップは、基礎研究分野に加え、創薬研究やテーラーメイド医療を始め、環

境検査、食品検査など様々な産業分野で利用すると期待されている。一方、上述した網羅

的に解析のできるPCR法や次世代シーケンサーも同様の分野での利用を念頭に開発が進め

られている。 

DNA チップ技術の利点は、反応原理がハイブリダイゼーションという単純な原理である

点である。DNA チップ自体、及び装置の小型化、1 枚のスライドグラスに複数のアレイを

搭載したマルチアレイ化によるマルチプレックス検出が容易であると考える。また、試料

中の核酸を、網羅的に解析できる上、同じ反応原理、装置を用いて少数遺伝子の検出にも

対応できる。このような DNA チップの利点を最大限に生かしながら、不足している性能を

向上させることが、競合技術との差別化において重要と考える。今後の DNA チップ技術の

展開を想定し、DNA チップだからこそ解析できる解析対象あるいは分野への利用を検討す

る段階にさしかかっている。 

. 
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1.2 研究の目的 

 

 網羅的な解析ツールとして活用されてきた DNA チップは、次世代シーケンサーや網羅的

解析可能な PCR 技術の台頭により存在意義が低下しつつある。検出原理を比較すると、次

世代シーケンサーや PCR 技術は、検出感度、検出精度において、従来の DNA チップを上

回っていると考えられる。DNA チップが今後も活用され続けるには、検出感度、検出精度

を向上させることが必要であると考え、両性能を向上させることを目的とし、第 2 章では

高感度 DNA チップの基本技術の開発を行った。第 3 章では、開発した高感度 DNA チップ

の性能を検証するため、出芽酵母をモデルにし、高感度酵母チップを開発した。高感度酵

母チップは、従来の DNA チップに比べ、どの程度感度が向上しているか評価し、検証した。 

 次に、第 4 章では高感度酵母チップを活用するアプリケーションの開発を行った。様々

なゲノム構成を持つ酵母を作り出せるゲノム再構成技術 (Genome Reorganization 

Technology)を開発し、酵母株の作出を行った。作出した酵母株のゲノム構成を、高感度酵

母チップで評価することで、ゲノム再構成技術が酵母ゲノム全体に与える影響を調べた。 

第 5 章では高感度 DNA チップの性能を生かしたアプリケーションの開発を行った。競合

技術や従来の DNA チップ技術との差別化を念頭におき、これまで解析困難であったホルマ

リン固定パラフィン包埋試料中の RNA を解析可能とした。開発したアプリケーションの有

用性を評価するため、臨床検体を用いたバイオマーカー探索を行った。 
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第 2 章 高感度ＤＮＡチップの開発 
 

2.1 目的 

 

DNA チップは、ゲノム DNA あるいは遺伝子発現レベルを網羅的に解析する研究用ツー

ルとして定着している。しかし、数千遺伝子を同時に解析できる定量 PCR 法や、網羅的に

配列情報を取得できる次世代シーケンサーといった競合技術の登場により、DNA チップの

存在意義が薄れている。定量 PCR は、少ない DNA 分子を増幅し定量的に測定する技術で

ある。次世代シーケンサーは、試料中に含まれる核酸を網羅的に解読できるため、核酸の

有無及び量を塩基配列レベルで知ることができる。そのため、検出精度が高いとみられて

いる。検出感度、検出精度の高い競合技術が登場している中で、今後も DNA チップが活用

され続けていくためには、検出感度と検出精度を高めることが必要であると考えた。 

DNA チップの検出感度は、ハイブリダイゼーション溶液に含まれる RNA を検出するこ

とにおいて、検出できる RNA 分子の数で定義することができる。MAQC プロジェクトの

中で、Tong et al.(2006)は、ハイブリダイゼーション溶液に単一遺伝子由来の標識済み RNA

を既知量で添加し、検出できる量を測定した(図 2-1)。ハイブリダイゼーション溶液中に含

まれる polyA tail を持った RNA 分子のコピー数(すなわち mRNA)と、スパイクインした標

識済み RNA のコピー数を比率で表記している。各メーカーの DNA チップ間（プラットフ

ォーム）で検出感度を比較し、最も感度の良いプラットフォームでは、spike RNA : poly A 

RNA = 1:300K まで検出できた。この検出値を指標に、DNA チップの検出感度を向上させ

る技術の改良を行う。 

検出感度を向上させる方法として、ハイブリダイゼーション方法の改良が考えられる。

従来の DNA チップのハイブリダイゼーション反応は、DNA チップ上に反応溶液を滴下し、

一定温度下で一晩静置し反応させる。この時、反応溶液中の標識核酸は、溶液中を拡散運

動によってのみ移動できるため、DNAチップ上全体で均一に反応することは困難であった。

アフィメトリクスやアジレントは、DNA チップの反応空間をチャンバー構造にし、チャン

バー内に反応溶液を満たしたのち、回転運動により DNA チップ内の溶液を撹拌することを

行っている(各社実験プロトコールに記載)。本研究では、従来よりも撹拌性能を向上させる、

新しいハイブリダイゼーション方法の導入を検討した。 

検出感度に影響を与える要因として、プローブ DNA の品質が挙げられる。DNA チップ

に用いられるプローブ DNA は、スポットピン方式であれば、あらかじめ核酸合成機で合成

したものを用いる。核酸合成機で合成した DNA は、HPLC 精製によって高純度 DNA プロ

ーブを得ることができる。しかし、HPLC 精製には時間がかかり、高コストであるため、

プローブ DNA の本数が数千から数万本の場合には、HPLC 精製は現実的ではない。コスト

を低減させるため、脱塩カートリッジ精製のみで使用されることが一般的である。しかし、

脱塩カートリッジ精製では、合成反応中に反応が進まなかった合成不良オリゴ DNA や、夾
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雑物を十分に除くことができず、プローブ DNA の基板表面への固定化を妨げるため感度を

低下させる要因となる(筆者研究データ、データは示さず)。一方、フォトリソグラフィー法、

インクジェット法では基板上でプローブ DNA を合成するため、合成後にプローブ DNA を

精製することができず、合成不良オリゴを除去することができない。そのため、プローブ

DNA の品質を確保することが難しいと考えられる。以上のように、現状の技術では、品質

の高い DNA プローブを低コストで入手することは困難であった。 

検出精度に影響を与える要因の一つに検出時のバックグラウンドノイズのばらつきが挙

げられる。バックグラウンドノイズがばらつくことで、検出結果に大きく影響を与える。

バックグラウンドノイズを低く、ばらつきを抑えることで検出精度は向上する。 

また、感度不足が根本原因にある検出精度低下もある。DNA チップで遺伝子発現解析を

行う場合に必要とされる Total RNA 量は、10ng～1μg の範囲である(各社 DNA チップメー

カーの実験プロトコールに記載)。IVT 反応(in vitro transcription)によって、total RNA に

含まれる mRNA のみが増幅される。このとき、増幅しやすい配列を持った mRNA と、そ

うではない mRNA の間でバイアスが生じ、サンプルの性状を正確に反映することができな

くなってしまう(Holman et al. 2009)。従来の DNA チップは検出感度が低いため、微量の

total RNA を解析の出発試料にする場合には、RNA 増幅を 2 回繰り返すことがあった。2

回増幅することで増幅によるバイアスは大きくなり、データの精度を低下させる原因とな

っていた。検出感度が高ければ、2 回増幅することなく、精度良く検出できるかもしれない。 

本研究では、従来の DNA チップよりも検出感度及び検出精度を向上させた DNA チップ

を開発することを目的とした。 

 
図 2-1 スパイクインの方法(Tong et al. 2006 より転載)。 
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2.2 材料と方法 

 

a. ハイブリダイゼーションサンプルの調整 

 

Total RNA は、Amino Allyl Message AMP II aRNA Amplificatin Kit (アプライドバイオ

システムズ)によってアミノアリル aRNA を合成した。合成したアミノアリル aRNA 5μg

を、100mM 炭酸バッファ(pH 8.0)中で、Cy3-NHS ester または Cy5-NHS ester を添加し、

アミノアリル基と反応させ、aRNA を蛍光標識した。ハイブリダイゼーションには、500ng 

標識済み aRNA をハイブリダイゼーションバッファに混和し、100uL とした。 

 

b. スパイク RNA の調整 

 

出芽酵母の gpd1 遺伝子 cDNA をクローニングしたプラスミド(DNA チップ研究所提供)

から、各種基質とアミノアリル UTP 存在化で、SP6 RNA polymearse による in vitro 転写

反応によって、アミノアリル標識した RNA を得た。転写産物はカラムで精製した後、

100mM 炭酸バッファ(pH 8.0)中で、Cy3-NHS ester または Cy5-NHS ester を添加し、ア

ミノアリル基に蛍光標識した。 

 

c. 検出画像の数値化 

 

検出画像の数値化は、GenePix ver.6(アクソン インスツルメンツ)を用いた。柱状 DNA

チップでは、スポット周辺部はフォーカスアウトし、バックグラウンドノイズ情報が得ら

れない。DNA チップ上に複数ある、何も固定化されていないスポットのシグナル値の平均

値をバックグラウンドノイズとして用いた。 
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2.3 結果 

 

a. 柱状構造基板とビーズ撹拌 

 

1) ハイブリダイゼーション溶液の撹拌方法 

 

従来の DNA チップは、サンプルから調整した標識核酸を含む溶液中を、DNA チップに

滴下後、カバーガラスをかぶせ、静置で反応させる。このとき、高分子である核酸の拡散

が遅く反応効率が低いとされている(Politz et al. 1998)。特に希薄な溶液を用いた場合や低

濃度の核酸を検出対象とした場合には十分な反応が期待できない。 

そこで、私は、反応時に DNA の拡散を物理的に加速するコンセプトを検討した。まず、

DNA チップ内に封入した気泡による撹拌方法を検証した。DNA チップ内にハイブリダイ

ゼーション溶液とともに気泡を封入し、DNA チップを縦方向に回転させ、気泡の移動によ

って撹拌する方法を考えたが、高速で回転させた場合には、溶液よりも軽い気泡は常に回

転軸側に寄ってしまい撹拌できなくなる。このため、気泡による撹拌方法には、溶液の撹

拌に上限があると考えた。一方、Nagino et al. (2006)は、ハイブリダイゼーション中の溶

液内に多数の微細なビーズを封入し、DNA チップを旋回運動させ、慣性力によりビーズが

溶液内を移動し、溶液を撹拌する方法を考案した。DNA チップ上でビーズが移動すること

により、基板表面に固定したプローブ DNA が損傷を受けることが考えられるが、Nagino et 

al.は基板に柱状構造を持たせ、柱の周囲でビーズを運動させることにより解決している。

この方法であれば、DNA チップ上のプローブ DNA を劣化させることなく、ハイブリダイ

ゼーション溶液をムラなく撹拌でき、効果的にハイブリ反応を促進させることが可能とな

ると考えられた。Nagino et al. (2006) の DNA チップを図 2-2 に示す。 

樹脂で成形された基板上に、柱構造が設けられている。柱の上端面が、プローブ DNA を

固定する位置である。柱上端面の直径は、約 100μm であり、従来の DNA チップのスポッ

ト直径と同等の大きさである。柱間の距離は、数百 μm になるように設計されている。ま

た、DNA チップの基板表面から発せられる自家蛍光を防ぐため、本基板には、黒色粒子を

添加し、自家蛍光を低く抑えている。 

本 DNA チップは、ハイブリダイゼーション時にチャンバー内に標識化 DNA と同時に直

径数十μm～数百μmの大きさのビーズを封入して、DNAチップを旋回運動させることで、

ビーズを動かし、ハイブリダイゼーション溶液の撹拌を行う(図 2-3A)。ハイブリダイゼー

ション溶液がビーズによって撹拌されることで、静置時に比べて効率的に標識化 DNA がプ

ローブ DNA と会合し、ハイブリダイゼーションが加速される。図 2-3B に、ビーズを充填

した DNA チップの様子を示している。柱の間に、ビーズが点在している。ハイブリダイゼ

ーション時、反応エリアに溶液を挿入後、挿入口はシールで密封され、空気の出入りは無

くなる。DNA チップは旋回撹拌できるシェーカーにセットされ、250rpm で旋回させる。
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水より比重が大きなビーズは、旋回運動により柱の周囲を回転する。 

 

 

図 2-2 柱状構造を持つ DNA チップ基板 

左：基板外観、右：基板表面の SEM 画像 

 

さらに、ビーズ同士が衝突、または柱とビーズが衝突することにより、ビーズは複雑な運

動をする。プローブ DNA が固定化されている柱構造の端面とカバーの間にはビーズが進入

しない程度の間隔に設計されており、プローブ DNA 固定面がビーズによって損傷を受ける

ことはない。図 2-3C に、Nagino らが取得したデータを示した。撹拌なし(静置反応)の場合、

ハイブリダイゼーションの効率性が低いため、シグナル強度が低い。特にスポットの中央

部においてシグナル強度の低下がみられる。撹拌を行った場合は、全体としてシグナル強

度が高くなり、また柱上端面での反応ムラはなく、均一にハイブリダイズしている。 

 

2) ビーズ撹拌による効果 

 

 Nagino et al. (2006)はビーズ撹拌の効果を検証しており、ビーズ撹拌が可能な柱状構

造 DNA チップにおいて、ビーズ撹拌を行うことにより、ビーズ撹拌しなかった時に比べ、

検出シグナルが 3 倍増加することを報告している。また、ビーズ撹拌が可能な柱状構造 DNA

チップと従来型のスライドガラスにプローブ DNA が固定された DNA チップの性能を比較

し、柱構造 DNA チップで顕著なシグナル強度の向上と、バックグラウンドノイズの低減が

観察されたことを報告している。 

私は、ビーズ撹拌の効果を、多数のプローブ DNA で評価する目的で、3D-Gene Human 

oligo chip 25K を用いて評価を行った。この DNA チップは、柱状構造をもった基板にオペ

ロン社の設計したプローブ DNA 約 25,000 種が固定されている。同一の標識サンプルをア

プライした 2 枚の DNA チップを用意し、撹拌しない条件(図 2-4A)とビーズで撹拌した条件

(図 2-4B)でハイブリダイゼーションを行い、検出結果を比較した。蛍光検出の条件をそろ

えるため、検出スキャナの検出感度は同一にしている。 

DNA 

~100m 

数百m

検出用DNA
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図 2-3 ビーズによる撹拌模式図と撹拌効果 

A ビーズ撹拌の模式図、B：ビーズが添加されている DNA チップ基板画像、C：スポット検出画像と検

出値の分布 

 

 図 2-4A、B に検出画像の一部を示している。撹拌した場合は、撹拌しない場合に比べ、

輝度が高いことがわかる。また、撹拌なしの条件では、スポット内でのシグナルムラが生

じている様子が分かり、図 2-4C で示されたスポット内ムラが再現された。中央の各スポッ

トの輝度を数値化し得られたシグナル値を図 2-4C に散布図で示している。ビーズ撹拌あり

の条件は、撹拌無しの条件に比べ、ほぼ全てのプローブでシグナル強度が増加している。

多くのプローブのシグナル強度が y=3x のライン近傍にあることから、大半のプローブでシ

グナル強度が 2 倍～3 倍増強されているものと考えられた。同じ検出結果をシグナル強度の

ヒストグラムで示した(図 2-4D)。青線で示した撹拌あり条件のシグナル分布は、撹拌なし

条件に比べ、グラフの右側にシフトしていることから、シグナル強度が増加していること

が分かる。検出できた遺伝子の数(バックグラウンドノイズよりも有意に高いシグナル強度

が得られたスポット)を比較すると、撹拌あり条件が 21,524 に対し、撹拌なし条件は 19,208

であった。ビーズ撹拌することで静置では検出できなかった約 2,000 遺伝子のデータを検

出できた計算になる。これらの遺伝子は、ビーズ撹拌した条件でもシグナル強度が低いこ

とから、撹拌することで、コピー数の少ない核酸のハイブリダイゼーション効率が改善し、

検出できるようになったと考えられる。 

 

 

 

ﾋﾞｰｽﾞ 柱

ﾋﾞｰｽﾞ 柱 

Si

gn

al 

Si

gn

al 

攪攪拌拌ななしし  攪攪拌拌あありり  

 

A B

C 



 18

A 撹拌なし       B ビーズ撹拌あり 
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図 2-4 撹拌効果 

A 検出画像(撹拌なし)、B：検出画像(ビーズ撹拌あり)、C：シグナル強度の散布図 横軸が撹拌なし、縦

軸がビーズ撹拌ありの条件で得られた検出シグナル強度 D：シグナル強度のヒストグラム 

 

以上のように、ビーズ撹拌が可能な柱状構造 DNA チップを用い、ハイブリダイゼーショ

ン時にビーズで撹拌することにより、静置でのハイブリダイゼーションに比べ、検出シグ

ナルが 2～3 倍の増加することが分かった。 
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3) スパイクイン実験による基本性能の検証  

 

スパイクイン実験は、DNA チップで標識ずみ核酸を検出する際、既知量の標識済み RNA

を添加し検出する方法で、投入した核酸量と検出シグナル値の関係を検証することができ

るため、感度を直接的に評価することができる。Tong et al. (2006)は、この方法を持ちいて、

DNA チップのプラットフォーム間の性能の検証を試みた。本研究でも同様の手法を用い、

感度性能を評価する。図 2-1 に実験のスキームを示した。Total RNA を逆転写し(RT)、cDNA

を合成する。cDNA を鋳型に IVT(in vitro transcription)反応によって cRNA を合成する。

cRNA は、蛍光色素で標識され、ハイブリダイゼーションに用いる。本研究では、スパイク

イン RNA をハイブリダイゼーションの直前(図中の Fragmented cRNA)で添加した。Tong 

et al. (2006)の報告では、最も微量の RNA を検出できたプラットフォームは、1:300k まで

検出できていた。この値を指標に、開発した高感度 DNA チップの性能を評価する。 

YPDA 培地で培養した酵母株(gpd1 欠損株)から抽出した Total RNA を標識し、標識サン

プルを得た。スパイク RNA は、gpd1 の cDNA をクローニングしたプラスミドから、in vitro 

転写により gpd1 mRNA を合成した。gpd1 欠損株由来の標識済み aRNA と、標識済み gpd1 

mRNA を、混和しハイブリダイゼーションした。混和に際して、以下の仮定を用いた。ス

パイク RNA と total RNA に含まれる mRNA とのモル比の計算には、Tong et al.(2006)に

従い、次の仮定を用いた。106 個の細胞は、2.5ug の total RNA を持っており、そのうち

mRNA は 2%である。mRNA の長さの平均を 2000 塩基であるとし、さらに、一塩基あた

りの分子量は 330 g/mol であるとした。この仮定のもと計算すると、１細胞あたりに 1 コ

ピー存在する mRNA 分子と、それ以外の全ての mRNA とのモル比は、1/46k となる。す

なわち、1 細胞あたりには、4 万 6 千分子の mRNA があると計算される。 

 標識済み gpd1 mRNA のモル数と gpd1 欠損株由来の標識済み aRNA 中に含まれる

mRNA の長さの平均を 2000 塩基であるとし、さらに、一塩基あたりの分子量は 330 g/mol

であるとして、それぞれのモル濃度を算出し、混和に用いた。 

標識済みgpd1 mRNA のモル数：gpd1欠損株由来の標識済みaRNA中に含まれるmRNA

のモル数の比が 1:150k になるように混和したハイブリダイゼーション溶液を調整し、DNA

チップにアプライした。図 2-5 にハイブリダイゼーション後の画像及びシグナル値の解析結

果を示す。この実験に用いた DNA チップは 2 種類で、gpd1 とハイブリダイゼーションす

るプローブ DNA を固定化させたビーズ撹拌可能な柱状構造 DNA チップ(3D-Gene)と、

Agilent 社の出芽酵母 DNA チップである。Agilent 社 DNA チップは、スライドガラス基板

にプローブ DNA が固定されているもので、気泡によってハイブリダイゼーション溶液を撹

拌する方法を用いている。なお、どちらの DNA チップも、ハイブリダイゼーション溶液の

量は、100μL 程度であることから、同じモル比で実験したときには、実験に供された標識

済み gpd1 mRNA のモル数は同一である。 

検出結果から、gpd1 mRNA に対応するプローブのシグナル値(S)とバックグラウンドノ
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イズ(N)を求め、S/N 比で比較した。比較のため Agilent 社の DNA チップにも同じサンプ

ルをアプライし、検出した。Agilent 社 DNA チップでは、S/N 比が 3 であったのに対し、

ビーズ撹拌可能な柱状構造 DNA チップでは、S/N 比が 10 であった。すなわち、ビーズ撹

拌可能な柱状構造 DNA チップは Agilent 社 DNA チップよりも 3 倍以上の S/N 比を有して

いた。 

 
図 2-5 スパイクイン実験の検出画像 

Agilent 社：出芽酵母 DNA チップ、3D-Gene：ビーズ撹拌可能な柱状構造 DNA チップのいずれも、gpd1

のプローブ DNA(円で囲んだスポット)の他、酵母遺伝子検出用のプローブ DNA が固定されており、gpd1

欠損株由来の標識済み aRNA に含まれていた mRNA がハイブリダイゼーションしている。 

 

さらに、ビーズ撹拌可能な柱状構造 DNA チップ(図 2-5 で用いた 3D-Gene とはプローブ

DNA のスポット位置が異なる)を用いて感度検証を行った。。標識済み gpd1 mRNA のモル

数：gpd1 欠損株由来の標識済み aRNA の混和比を、1:15K, 1:75K, 1:300K, 1:600K, 

1:1200K, :2400K の混和比の溶液をハイブリダイゼーションさせたときのシグナル強度を

評価した。図 2-6 に検出結果を示している。1:15K, 1:75K, 1:300K の条件では、バックグ

ラウンドノイズ(図中の青丸)に比べ、高いシグナルが得られており gpd1 mRNA を検出でき

ている。1:600K, 1:1200K では、僅かではあるがシグナルが検出されている。一方、1:2400K

では、シグナル強度がバックグラウンドノイズと差がみられない。Tong et al. (2006)では

1:300K の検出が限界であると報告されていた。高感度 DNA チップは、1:1200K でもシグ

ナルを検出できていることから、他社 DNA チップ技術よりも高い感度性能を持つことが示

された。 
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図 2-6 検出感度 

各画像下の記載は、スパイクイン RNA と、mRNA とのモル比を示す。赤丸が gpd1 検出プローブ、青丸

が何も固定化されていないスポット(バックグラウンドノイズ)を示す。その他のスポットは、gpd1 欠損株

由来の標識済み aRNA に含まれている mRNA がハイブリダイゼーションしている。 

 

b. プローブ DNA 

 

1) 新規アミノ基修飾オリゴ 

 

 スポットピン方式で製造される DNA チップは、あらかじめ合成したプローブ DNA をス

ポットピンで基板上に転着させる。プローブ DNA と基板表面の結合は、プローブ DNA の

5’末端に付加されたアミノ基と、基板表面の官能基との共有結合による方法が用いられてい

た。従来、合成したプローブ DNA は、純度を高めるため HPLC 精製されたものを用いて

きた。DNA チップ用に多数のプローブ DNA を用意する場合、HPLC 精製を用いるとコス

トが大きくなってしまい、数万種類のプローブ DNA を HPLC 精製で用意することは困難

であり、実際にはカートリッジ精製による脱塩のみ施された DNA を用いることが多かった。

Kojima et al.(2005) と Komatsu et al.(2008) は、新たなアミノ基修飾法を開発することで

精製コストを低減しつつ、高純度なプローブ DNA が得られる方法を開発した。図 2-7 に、

従来のアミノ基修飾オリゴと Kojima et al. (2005) と Komatsu et al. (2008)が開発した新

アミノ化オリゴの合成および精製フローを示している。従来法では、オリゴ合成後、脱保

護処理し、脱塩精製のみ施された低純度 DNA か、HPLC で逆相精製した高純度な DNA の

いずれかが提供さる。新アミノ化オリゴでは、アミノ基修飾に加え、極性の強い官能基を

付与することにより、逆送精製を簡易的なカラムで行えるようにし、短時間で高純度な精
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製が可能となっている。 

 新アミノ化オリゴを用いることで、これまでよりも安価に高品質な DNA プローブを得る

ことができる。しかし、新アミノ化オリゴ DNA を市販の DNA チップで用いられた実績が

無かった。そこで、私は、DNA チップへの固定化反応、ハイブリダイゼーション反応の効

率を従来法と比較するため、評価を行った。 

 

図 2-7 オリゴ DNA の合成・精製フロー 

 

Ａ 新アミノ化オリゴ 

 

Ｂ 従来のアミノ基修飾 

 

図 2-8 アミノ基修飾の違い 

A 新アミノ化オリゴのアミダイト、 B 従来修飾塩基のアミダイト 
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2) 新アミノ化オリゴの反応性評価 

 

まず、新アミノ化オリゴの 5’末端アミノ基の反応性を評価した。従型アミノ基修飾オリ

ゴと新アミノ化オリゴを用意し、溶液中での FITC(fluorescein isothiocyanate)および

biotin-NHS との反応産物量を比較した (図 2-9)。FITC のイソチアシアネート基、

biotin-NHS のスクシニミジル基との反応性を評価する。FITC では、従来修飾オリゴが 10%

程度のみ標識されたのに対し、新規アミノ化オリゴでは、50%強が反応している。また、

Biotin-NHS との反応は、従来修飾オリゴが 50%弱の反応生成物量であったのに対し、新規

アミノ化オリゴは 80%程度が反応している。以上のように、新規アミノ化オリゴは、溶液

中の反応において、反応性が高いことが示された。 

 

 

図 2-9 溶液中におけるアミノ基の反応性  

縦軸：投入したオリゴ DNA の量に対する反応生成物の比率 

 

3) オリゴ DNA の基板との結合量比較 

 

従来型のアミノ基修飾(Con)と新規アミノ基修飾(ssH)のDNAチップ基板上への固定化効

率を調べた。5’末端を従来型アミノ基で修飾したオリゴ DNA と、新規アミノ基で修飾した

オリゴ DNA を用意し、DNA チップ基板上にそれぞれを共有結合で固定した。図 2-10 に基

板上の固定化されたオリゴ DNA を 3’末端蛍光標識で検出した検出値を示している。従来型

アミノ基修飾オリゴ(Con)は、スポット溶液濃度が 20μm あたりで、固定化量が飽和し始め

ている。一方、新規アミノ基修飾は、スポット溶液に含まれるオリゴ DNA の濃度に依存し

てシグナル強度が増加しているが、従来型アミノ基修飾に比べ、新規アミノ基修飾は、高

い固定化量を示している。このことから、溶液中の反応と同様に、ssH は基板表面とも効

率良く反応している。 
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図 2-10 基板上への固定化量 

4) ハイブリダイゼーション効率の比較 

 

 オリゴ DNA の末端修飾法の違いによる、ハイブリダイゼーションへの影響を評価するた

め、5’末端 Cy5 標識したアンチセンス鎖 DNA を、DNA チップ上のプローブ DNA にハイ

ブリダイゼーションさせ、検出シグナルを得た(図 2-11)。新アミノ基修飾(ssH)では、スポ

ット溶液濃度の増加に合わせて検出シグナル値も増加していく。従来型修飾(con)も同様、

スポット溶液濃度依存的にシグナル強度が高まっている。図 2－11 で示したプローブ DNA

の基板上への固定化量と図 2-11 の結果を合わせて考えると、基板上への固定化量を考慮す

ると、ssH と Con ではハイブリ効率は変わらず、ssH においてプローブの固定化量が相対

的に多いため、ハイブリダイゼーションのシグナル強度が強くなっていると考えられた。

30μM スポット溶液を用いた場合、シグナル強度が 2 倍程度増強することが分かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-11 ハイブリ効率の比較 
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2.4 考察 

 

 本研究では、検出感度と検出精度の向上のために、２つの技術を組み合わせた。柱状構

造を持った低バックグラウンドノイズの基板とビーズ撹拌による反応効率向上技術 

(Nagino et al. 2006)と、低コストで品質の高い新規アミノ基修飾プローブ DNA (Kojima et 

al. 2005, Komatsu et al. 2008) である。これにより、従来の DNA チップよりも高感度な

DNA チップを作製することができる。 

ビーズ撹拌による検出感度評価を行った実験(図 2-6)では、標識済み gpd1 mRNA のモル

数：gpd1 欠損株由来の標識済み aRNA の混和比が 1:1200K まで検出できることを示した。

1 細胞あたりに 1 分子だけ発現している mRNA は、1:46K であるため、1:1200K は 26 細

胞に 1 分子存在している mRNA を検出できる計算になり、発現量の低い遺伝子を検出でき

る。この検証実験では、既知量の標識済み gpd1 mRNA を混和した。材料と方法に記載し

たとおり、500ng の標識済み gpd1 mRNA に対して 1:1200K となる量の標識済み gpd1 

mRNA を添加し、液量を 100uL とし、その全量を DNA チップにアプライした。すなわち、

DNAチップ上には 0.6amol(3.6×105 分子)の標識済み gpd1 mRNAが存在したことになる。

さらに、新規アミノ修飾オリゴを用いることで、感度は 2 倍程度増加できることから、

0.3amol(1.8x105 分子)を検出できる計算となる。 

臨床検査分野において、検査コストは重要な因子となる。ウイルスの核酸配列を PCR 法

で増幅した上で検出すれば、DNA チップに感度性能は要求されない。しかし、PCR 法を実

施するでコストが発生するため、増幅なしでウイルスの核酸配列を検出できることが望ま

しい。Hsu et al. (2011)は、ウイルスの RNA を高感度に検出するため、金粒子と ICP-MS(誘

導結合プラズマ マススペクトロメトリー)を利用し、0.08amol のウイルス由来の RNA の

検出に成功している。Hsu らの方法は、PCR 法での増幅はしていないが、ICP-MS による

検出が必要である。本研究では、一般的な標識方法に開発した DNA チップを組み合わせた

のみで、0.6amol まで検出できた。DNA チップの検出感度は Hsu et al. (2011)に比べ、一

桁低い。しかしながら、市販の蛍光標識試薬類(genispher 社 FlashTag)を用いて、検出シ

グナルを増強させることできるため一桁向上は可能と考える。 

本研究で開発した高感度 DNA チップは、臨床分野への活用が期待される。PCR 増幅せ

ずにウイルスや細菌を検出するには、さらなる高感度化が必要であると考えられる。DNA

チップ基板や、プローブ DNA については高感度化できたと考える。今後、検出対象ごとに

最適化したプローブ配列や実験プロトコールなどについて、高感度化の取り組みが必要と

なってくる。 
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第 3 章 高感度酵母チップの設計とその検証 
 

3.1 目的 

 

従来の DNA チップよりも高感度な DNA チップ技術を開発した。本技術を生物現象の解

析に用いた場合、どの程度の性能及びメリットが得られるのか検証するため、出芽酵母を

モデルに、高感度酵母チップの設計とその検証試験を行った。 

 

a. 酵母チップの設計 

 

 出芽酵母の全遺伝子に対応するプローブ配列を設計するにあたり、検出精度を考慮し

た。検出精度に影響を与える要因として、検出時のバックグラウンドノイズや、プローブ

配列の特異性が挙げられる。バックグラウンドノイズは、樹脂基板に黒色粒子を添加し、

自家蛍光を低く抑えることで解決している。プローブ配列には、検出対象の遺伝子以外の

配列に対して、相同性が低く、ハイブリダイゼーションしないような設計である必要があ

る。特異的な設計でないプローブ配列を用いると、他の mRNA とハイブリダイゼーション

してしまい、検出結果が不正確となる。設計したプローブ配列は、blast 検索(Altschul et al. 

1990)や clustalW(Thompson et al. 1994)等の手法により、特異性を評価することができる。

しかし、クロスハイブリダイゼーションの可能性は、ハイブリダイゼーションの条件(バッ

ファ組成、ターゲット核酸の濃度、反応温度など)によって変わってくるため基準値を設け

ることは難しい。本研究では、コンピューター上でのプローブ設計と実験によるプローブ

性能評価を組み合わせたプローブ設計方法を行い、十分に評価されたプローブ配列を高感

度 DNA チップに搭載した高感度酵母チップの開発を目的とする。 

 

b. 高感度酵母チップの検証 

 

 高感度酵母チップが設計通りに高感度性能を持っているか、また高感度検出によってど

のようなメリットが得られるか検証するため評価試験を行う。評価には、Onda et al. (2004) 

の構築した転写因子解析のモデル系を用いる。 

転写因子の機能解析の鍵は標的遺伝子群の網羅的同定である。しかし転写因子の多くが

活性化に上流からのシグナル伝達を必要とするため、活性化刺激を先験的に知ることが出

来ない新規転写因子では破壊株や単純な過剰発現株を用いた標的探索には限界がある。恩

田らは、この問題を克服するために、転写因子の DNA 結合ドメインを VP16 転写活性化ド

メインとキメラ化することで恒常活性化して標的遺伝子の発現を強制誘導する戦略を考案

し(図3-1)、出芽酵母Zn2Cys6型転写因子をモデルにその有効性を検討している(Onda et al. 

2004) 。本方法は、キメラ転写因子を、その上流にある Gal2 プロモーターによって発現誘
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導し、キメラ転写因子の増加によって発現が誘導される遺伝子を同定する。同定した遺伝

子の機能を調べることで、キメラ化した転写因子の機能を推定する方法である。本研究で

は、高感度酵母チップが従来の DNA チップに比べ、発現誘導が観察された遺伝子を多く検

出できるか調べることを目的に行う。 

また、検出した遺伝子候補が妥当なものでであるか検証するために、Gene ontology 解析

と、YEASTRACT(Teixeira et al. 2006)を用い、評価を行う。Gene ontology 解析は、遺伝

子ごとに付与された機能情報をもとに、遺伝子を機能で分類する解析方法である。転写因

子の役割を考えると、転写因子によって誘導される遺伝子は、その転写因子と同じ機能分

類となっている可能性が高い。本研究では、誘導された遺伝子の Gene ontology が、転写

因子の分類と同一でることを評価の指標に用いる。しかし、機能未知の遺伝子は、転写因

子に Gene Ontology が割り振られていない。そのため、機能未知の転写因子は、誘導され

た遺伝子から、転写因子の機能を推定することを行う。YEASTRACT は、転写因子と遺伝

子との関連性を、既知の情報とシスエレメントのモチーフ配列による予測の両者による解

析が可能な公開されたデータベースである。DNA チップ実験で得られた発現が誘導された

遺伝子群が既知の遺伝子であるか、あるいはモチーフ配列から予測可能な遺伝子であるか

という 2 点から、検出された遺伝子の妥当性を検証する。 

以上のように、本研究では、転写因子によって誘導される遺伝子の探索をモデルに、高

感度酵母チップが従来の DNA チップよりも高感度であるか評価することを目的とした。 

 

 

図 3-1 キメラ転写因子の構成 

Onda et al. (2004).より引用して転載 
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3.2 材料と方法 

 

a. 酵母株 

 

Fy1679-28C(MATα, ura3-52, leu2-⊿1, trp1-⊿63, his3-⊿200, GAL2+)を親株とし、合

計 7 種類の Zincfinger 転写因子(Zn2Cy6 型: Pdr1, Put3, Sef1, Lys14, Pip2, Oaf1, Cat8)の

キメラ遺伝子を、Gal1 プロモーターを用いて発現誘導を行った。 

 

b. キメラ転写因子による発現誘導 

 

1% yeast extract, 2% peptone, 2% raffinose, 0.004%adenine で 30℃、17 時間培養した

後、同じ培地で 100 倍に希釈し、galactose を終濃度 0.1%になるように添加し、3 時間培養

した。培養後、Total RNA を抽出した。 

 

c. Total RNA の抽出 

 

酵母細胞からの total RNA 抽出は次の手順で行った。酵母株は YPAD 培地で一晩、30℃

で振とう培養(前培養)した後、OD660=0.1 になるように 150 ml の YPAD 培地に植菌、30℃

で振とう培養した(本培養)。OD660 が 0.6 にまで増殖したところで集菌し、得られた細胞

から、ホットフェノール法(Sambrook et al. 1989)で total RNA を調整した。 

 

d.標識核酸の調整 

 

抽出した Total RNA を Amino Allyl Message AMP II aRNA Amplificatin Kit (アプライ

ドバイオシステムズ)を用いてアミノアリル aRNA を合成した。アミノアリル aRNA は

Cy3-NHS ester または Cy5-NHS ester で標識した。 

 

e. データ解析 

 

検出したシグナル値は、バックグラウンドノイズ値を除いた後、LOWESS 法によって補

正した。検出のカットオフ値は、バックグラウンドノイズ値の 2SD を用いた。遺伝子の GO

解析には GoTermFinder(SGD、http://www.yeastgenome.org/)を用いた。転写因子と発現

誘導された遺伝子の関連性は YEASTRACT データベース(Teixeira et al. 2006)を用いた。 
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3.3 結果 

 

a. プローブ設計 

 

DNAチップに用いられるプローブ配列は、特異性と反応性が必要とされる。特異性とは、

検出対象の遺伝子配列のみにハイブリダイゼーションする性質を持つことと定義できる。

検出対象ではない遺伝子配列とハイブリダイゼーションすることをクロスハイブリといい、

データの精度を低下させるノイズの原因となる。そのため、プローブの特異性は最も重要

な性質であると言える。特異性は、プローブ設計アルゴリズムによってある程度は担保で

き、また Blast 検索などの手法により、評価することは可能である。 

反応性は、検出対象の DNA の濃度に応じた量の検出対象の核酸を捕捉できることと定義

できる。すなわち、ターゲット核酸の濃度依存的に補足できる核酸量が増え、シグナル強

度も向上する性質である。プローブ配列の二次構造によって決まるとされているが、どの

ような配列である場合に反応性が低下するか詳細は分かっていない。 

そこで私は、設計したプローブ配列の反応性を実験で評価し、再度設計に反映させるこ

とを繰り返し行った。プローブ設計には、Yamada et al.(2004, 2006)の設計アルゴリズムを

用い、出芽酵母の全遺伝子に対して、30 塩基の長さのプローブ配列を設計した。Yamada et 

al.の設計アルゴリズムは、ハイブリダイゼーションの状態を会合率で表現し、検出対象の

配列とプローブの反応の会合率と、検出対象ではない配列とプローブの会合率との差が最

大になるようなプローブ配列を選択する方法であるため、特異的な配列を選択することが

できる。設計後、プローブ配列を出芽酵母の全ての mRNA 配列に対して、blast 検索

(Altschul et al. 1990)し、特異性を評価した(図 3-2)。Blast 検索では、検出対象の mRNA

の配列を除く、全ての酵母の遺伝子配列に対して、一致塩基数(相同な塩基の数)と連続一致

塩基数(相同な塩基の連続している長さ)について評価した。一致塩基数が多い(図 3-2 の下側

に近づく)ほど相同性が高く、クロスハイブリしやすくなる。反対に、図の上側に近づくに

つれて一致塩基数が少なく、特異性が高い。図 3-2 は、設計したプローブ配列ごとに blast

検索した結果から、一致塩基数と連続一致塩基数を抽出し、マトリックス上でカウントし

ている。一致塩基数が 20～24 塩基、連続一致塩基数が 12～16 の範囲に、大半のプローブ

配列が含まれていることが分かる。青枠で囲った、一致塩基数が 30 塩基中 25 塩基以上、

あるいは 30 塩基中 24 塩基で連続して一致する場合は、再設計とした。条件を満たすまで

再設計を実施した。 
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図 3-2 プローブ配列の特異性評価 

縦方向：一致塩基数、横方向：連続一致塩基数 それぞれ 0 から 30 まで間の数値をとる。 

マトリックスの中の数字は、一致塩基数及び連続一致塩基数が該当するプローブ配列の数を示す。 

 

プローブ配列によっては、捕捉する標識 RNA の濃度依存的にシグナル強度が増加しない

ものがある。そこで、標識 RNA を、複数の濃度水準にし、それぞれを DNA チップで検出

した。各プローブ配列について、濃度水準の数のデータセットが得られる。横軸を濃度、

縦軸をシグナル強度にして、得られたデータをプロットしたものが図 3-3 である。図 3-3 の

左のグラフでは、赤丸で囲った部分に濃度依存的にシグナル強度が変動しなかったプロー

ブ配列が含まれている。これらのプローブ配列は再設計、再評価することで濃度依存的に

シグナル強度が増加するプローブ配列を得た。図 3-3 右は、全てのプローブ配列で濃度依存

的に検出シグナル値が得られていることを示している。 

 

 

図 3-3 検出シグナル値と標識 RNA 濃度の相関性 

左の赤丸で囲っている部分が濃度依存性のないプローブ配列 

 

 

InIn

図6
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 設計した出芽酵母用プローブ DNA を、高感度 DNA チップ技術に適用し、高感度酵母チ

ップを作製した。高感度酵母チップは、出芽酵母の約 6000 遺伝子を検出できるプローブ

DNA が搭載されている(図 3-4)。この高感度酵母チップは、現在、市販されており入手可能

である(東レ http://www.3d-gene.co.jp)。 

Yamada et al.の設計アルゴリズムを用いた特異性の高いプローブ配列の選択と、実験に

よって検出対象の配列との反応性を確認し、濃度依存的に反応しなければ再設計するとい

う戦略は、酵母のみならず様々な生物種のプローブ設計に活用できる。 

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-4 高感度 DNA チップ 3D-Gene yeast oligo DNA チップ 

A 外観、B 高感度 DNA チップを用いた酵母 mRNA の検出画像例 

 

b. GeneChip との感度比較 

 

次に、高感度酵母チップの感度性能を評価するため、モデル系を用いて

GeneChip(Affymetrix 社)との比較評価を行った。キメラ化した転写因子を強制的に発現
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させ、誘導されてくる遺伝子を探索することで、転写因子の制御ネットワークを探索する

ものである。本研究で対象とした転写因子の Go Term を表 3-1 に示した。キメラ転写因子

のうち、組み込んだ転写因子の Go term を表 3-1 に示す。Pip2 は脂肪酸代謝、Pdr1 は化

合物への応答、Put3 はプロリン代謝、Lys14 はリジン生合成、Oaf1 は脂肪酸代謝、Cat8

は糖新生にそれぞれ関与している。いずれの転写因子も分子機能は、転写因子活性、ある

いは DNA 結合性があると分類されている。Sef1 は転写因子と推定されているが、機能未

知の遺伝子であるため GoTerm は付与されていない。 

 

表 3-1 転写因子の Go term 

転写因子 Biologial process Molecular function 

Pip2 fatty acid metabolism  DNA binding 

 peroxisome organization and biogenesis transcriptional activator activity  

 positive regulation of transcription  

Pdr1 
regulation of transcription from RNA 

polymerase II promoter 
DNA binding 

 response to drug transcriptional activator activity 

Put3 
positive regulation of transcription from 

RNA polymerase II promoter 

specific RNA polymerase II transcription 

factor activity 

 proline catabolism  transcriptional activator activity 

Sef1 unknown unknown 

Lys14 lysine biosynthesis via aminoadipic acid transcriptional activator activity  

Oaf1 fatty acid metabolism DNA binding 

 peroxisome organization and biogenesis transcriptional activator activity 

 positive regulation of transcription   

Cat8 positive regulation of gluconeogenesis 
specific RNA polymerase II transcription 

factor activity  

  
positive regulation of transcription from 

RNA polymerase II promoter  
  

 

 キメラ転写因子を発現誘導した７つの酵母細胞株(Pip2, Pdr1, Put3, Sef1, Lys14, 

Oaf1, Cat8)と、転写因子を組み込んでいない空ベクターを導入した酵母細胞をネガティブ

コントロールにおき、各々培養したのちに total RNA を抽出した。Total RNA は標識後、

DNA チップで検出した。得られた検出シグナル値から、変動比(誘導株/ネガティブコント

ロール)を計算した。検出した遺伝子の数、及び変動比が 2 倍以上増加している遺伝子の数

を表 3-2 に示した。高感度酵母チップは GeneChip に比べ、2 倍以上多くの遺伝子を検出

できた。転写因子によって、誘導される遺伝子数にも大きな差がみられる。また、機能が
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不明であった Sef1 でも発現誘導が観察されたことから、転写因子活性を持っているもの

と推定された。比較として、GeneChip での検出遺伝子数を示した(表 3-2)。どの遺伝子に

おいても、高感度酵母チップの検出数が多いことから、高感度酵母チップは GeneChip よ

りも高感度であるといえる。 

 

表 3-2 キメラ転写因子の過剰発現によって 2 倍以上発現量が増加した遺伝子の数 

転写因子 高感度酵母チップ GeneChip 

 検出遺伝子 変動遺伝子 検出遺伝子 変動遺伝子 

Pdr1 5346 55 2904 25 

Put3 5289 44 2653 17 

Sef1 3710 31 2581 21 

Lys14 4691 146 2636 50 

Pip2 5344 277 1937 48 

Oaf1 5364 271 1897 59 

Cat8 5770 169 2251 110 

 

 図 3-5A に検出シグナルの Oaf1 を強制発現し、遺伝子の誘導を検出した結果を示した。

高感度酵母チップの散布図は、低シグナルから高シグナルまで均等に分布している。2 倍以

上変動している遺伝子も全体に存在している。桃色のドットは、信頼性の低いデータを示

している。好感度酵母チップは、DNA チップ上に複数ある Blank スポットのシグナル値を

元に計算した値を用い、Blank スポットのシグナル値の平均値+2×SD 値を下回っている場

合に、信頼性が低いとしている。 

一方、GeneChip の検出シグナルは、低シグナル域で広がっている。これは、検出時のノ

イズによってばらついたものと考えられる(図 3-5B)。2 倍以上発現変動している遺伝子は、

低シグナル位置に集中している。GeneChip は、遺伝子ごとに複数のパーフェクトマッチプ

ローブ(PM)と 1 塩基のミスマッチがあるミスマッチプローブ(MM)をそれぞれ複数搭載し

ている。PM と PP のシグナル値に優位な差がないものを、桃色でプロットした。低シグナ

ル域を中心に広がっており、変動比が大きな遺伝子も、桃色でプロットされている。 

図 3-5C 及び D に、キメラ転写因子によって発現が誘導された遺伝子のヒストグラム を

示した。高感度酵母チップは、反応性の良いプローブを選択することで高感度な DNA チッ

プを開発した。検出した検出シグナル値は底が 2のLogに変換しヒストグラムを作成した。

高感度酵母チップは Log 変換した検出シグナル値 10 を中心に正規分布している。一方、

GeneChip は、Log 変換した検出シグナル値 8 を中心にひろがっており、低シグナル域にお

いて膨らみがみられる。また、シグナルの分布が、高感度酵母チップに比べ狭く、ダイナ

ミックレンジが狭いといえる。高感度酵母チップと GeneChipの検出結果を比較するため、

GeneChip で Present あるいは Absent と判定された遺伝子が、高感度酵母チップでどの程
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度のシグナル強度を得ているか調べた（図 3-6）。GeneChip で Present 判定の遺伝子は、

高感度酵母チップでもシグナル強度が高い遺伝子群であることが分かる（図 3-6A, B）。一

方、GeneChip で Absent 判定の遺伝子群は、高感度酵母チップではややシグナル強度の低

い遺伝子群として検出されている。このことから、高感度酵母チップは、GeneChip で検出

できなかった低発現遺伝子を検出できるといえる。 

変動比（誘導株/コントロール）のヒストグラムを図 3-7 に示した。高感度酵母チップは

検出できた遺伝子の数が多いため、各階級の度数が GeneChip より大きい。また、高感度

酵母チップは分布の広がりが GeneChip に比べ大きいことが分かる。このため、2 倍以上変

動した遺伝子が多く検出された。 

以上のように、高感度酵母チップは GeneChip で検出できなかった遺伝子を多数検出す

ることができる。このため、変動遺伝子数も多いと考えられる。なお、他の 6 つの転写因

子についても同様の傾向が確認された(データは示さず)。 

 

  

  
図 3-5 A. 高感度酵母チップ oaf1 によって誘導された検出シグナル値の散布図  B. GeneChip 検出シ

グナル値の散布図、横軸側に誘導株のシグナル強度、縦軸に空ベクターのシグナル強度をプロットしてい

る。緑腺が 2 倍変動のライン、赤線が y=x のラインを示す。C. キメラ転写因子によって発現が誘導された

遺伝子のヒストグラム D. 空ベクター(コントロール)で検出された遺伝子のシグナル値のヒストグラム。横

軸：シグナル強度、縦軸：頻度 

Gene Chip 

高感度チップ 

Gene Chip 

高感度チップ 

C D 

A B 
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A     B 

  

図 3-6  高感度酵母チップのシグナル強度分布と GeneChip の検出結果比較 

横軸：シグナル強度、縦軸：頻度 A. 高感度酵母チップで検出した、キメラ転写因子によって発現が誘導

された遺伝子のヒストグラム。GeneChip での検出結果（Present、Absent）で区分けし、プロットしてい

る。B. 高感度酵母チップで検出した、空ベクター(コントロール)で検出された遺伝子のシグナル値のヒス

トグラム。GeneChip での検出結果（Present、Absent）で区分けし、プロットしている。 

 

 

図 3-7  oaf1 強制発現により発現誘導された遺伝子の変動比ヒストグラム 

 

c. 変動遺伝子の解析 

 

高感度酵母チップは、GeneChip よりも多くの変動遺伝子を検出できた。検出した変動

遺伝子が妥当であるか調べるため、Gene ontology による機能解析を行った。Gene Ontrogy

は、全ての遺伝子に対して割り当てられており、表 4-1 に示したように転写因子についても

付与されている。発現変動した遺伝子群のGo Termと、転写因子のGo Termが同一の分類、

あるいは近傍の分類に該当するかを調べる。Go Term 解析には、SGD の Gene Ontology 

青：高感度チップ 

赤：GeneChip

Present 

Absent 

Present 

Absent 
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Term Finder(Boyle et al. 2004) を 用 い た

(http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder)。 

Gene Ontology 解析の結果、Pip2, Pdr1, Put3, Lys14, Oaf1 は、転写因子の Go Term と

同じ Go Term が検出されたことから、検出結果は妥当であると判断した(付表 1，2，4，5，

6)。Cat8-キメラ転写因子によって発現量が 2 倍以上増加した遺伝子の Go term 解析の結果

を付表 7 に示す。Cat8 が含まれる糖新生は含まれておらず、炭水化物代謝に関連する遺伝

子が多く含まれていることが分かる。 

 機能が分かっていない転写因子である Sef1 について、Sef1-キメラ転写因子によって発現

量が 2 倍以上増加した遺伝子の Go term 解析の結果を付表 3 に示す。”tricarboxylic acid 

cycle intermediate matabolism”や”main pathway of carbohydrate metabolism”が誘導さ

れており TCA サイクルとの関与が推察される。またカルボン酸を含む有機酸の代謝に関与

している。 

発現誘導された遺伝子の中には、キメラ転写因子によって直接的に発現誘導した遺伝子

と、2 次的に誘導された遺伝子とが含まれているはずである。そこで、YEASTRACT デー

タベース(Teixeira et al. 2006)を用い、関連性を解析した。YEASTRACT は、転写因子と

誘導される遺伝子の関連性を、文献で発現誘導が報告されている既知遺伝子と、転写因子

の結合塩基配列から予測した予測遺伝子の二つのアプローチで調べることができる。本実

験で用いた転写因子と、発現誘導された遺伝子の関連性について YEASTRACT を用いて調

べた(付表 8、9)。GeneChip に比べ、高感度酵母チップでは、転写因子と関連性のある遺伝

子を多く検出することができた。Pdr1 では、変動した 55 遺伝子のうち、35 遺伝子で転写

因子との関連性を見いだせた。一方、機能未知の Sef1 については情報が登録されていなか

った。 
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3.4 考察 
 

 本研究では、高感度 DNA チップに出芽酵母検出用のプローブ DNA を搭載した高感度酵

母チップを開発した。検出精度を高めるため、特異性の高いプローブ設計と実験による評

価を組み合わせ、特異性が高く反応性のよいプローブ設計を行った。本研究で実施したプ

ローブ設計の最適化方法は出芽酵母に限らず、どのような生物種においても有効であると

考えられる。高感度酵母チップの性能を評価するため、キメラ転写因子を強制的に発現さ

せ、それにより発現誘導した遺伝子群を DNA チップによって探索するシステムを用い、7

種類の転写因子のターゲット遺伝子の探索を実施した。高感度酵母チップでは多数の変動

遺伝子を検出することができた。検出した遺伝子数を、GeneChip と比較したところ、どの

転写因子条件でも、GeneChip より高感度酵母チップで多くの変動遺伝子を検出することが

できた。このことから、高感度酵母チップは、GeneChip よりも感度性能が高いことが示さ

れた。検出シグナル値の分布をみると、高感度酵母チップの方が、全体的にシグナル強度

が高いことが分かった。高感度酵母チップは、特異性の高いプローブ設計と、実験により

反応性の高いプローブのみを搭載している。そのため、シグナル強度が高く、低シグナル

域におけるばらつきも少ない。また、転写因子と変動遺伝子の関連性を YEASTRACT で調

べたところ、高感度酵母チップで関連性のある遺伝子が多数検出されていた。高感度であ

るからこそ得られた結果だと言える。 

 転写因子としての機能が不明であった Sef1 は、キメラ転写因子を用いた発現誘導により、

追試は必要であるが、転写因子としての機能をもつことが示された。発現変動が検出され

た遺伝子数は 33 と少ない。Gene Ontology 解析の結果、TCA サイクルに関与する転写因

子である可能性が示唆された。Sef1 は文献情報がなく、また転写因子結合配列も不明であ

るため、YEASTRACT データベースに情報が無かった。これまで解析の行われていなかっ

た転写因子の機能解析には、本研究で用いたキメラ転写因子を用いた発現誘導のアプロー

チが有効であるのかもしれない。 

 開発した高感度酵母チップは、GeneChip よりも感度が高く、多くの遺伝子変動を検出す

ることが示された。また、転写因子のターゲット遺伝子探索のように、多数の候補を検出

する実験系では、有効であるといえる。 
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第 4 章 Genome Reorganization Technology(GReO)法の開発 
 

4.1 目的 

 

染色体およびゲノムの改変技術は、産業上の有益な株の育種のみならず、ゲノムの機能

解析にとって有用である。近年、Sugiyama et al. (2005, 2009)は出芽酵母の染色体を断片

化する技術である PCS 法を開発した。PCS 法は、セントロメアおよび分断株を選択するた

めのマーカーを 2 ステップの PCR で調整し、酵母に導入する方法で(図 4-1)、この技術を

用いることで、簡単な形質転換の繰り返しで複数のミニ染色体をもった酵母細胞を構築で

きる。50kb 以下の染色体は有糸分裂の間に容易に脱落するので(Surosky et al. 1986)、酵

母細胞は異なる条件で培養することで、様々なミニ染色体の組み合わせを持った酵母細胞

を作り出すことができる。この技術を Genome Reorganization Technology(GReO)と名付

けている。 

本研究の目的は、GReO 法を評価することである。PCS 法によって複数のミニ染色体を

もつ株を作り出し、実際に GReO 法によってミニ染色体の組み合わせ脱落を調べる。ミニ

染色体を非必須遺伝子のみのゲノム領域で作り出せば、脱落の頻度は、どのミニ染色体で

も同一のはずである。脱落の組み合わせに特徴があるか調べた。 

もう一つの目的は、GReO 法によって作り出された酵母細胞のゲノム構成が、どの程度

多様性に富んでいるか調べることである。本研究で、出芽酵母の 14 の必須遺伝子を持たな

いミニ染色体を保持した株を用い、GReO 法によりミニ染色体が脱落し、ゲノム構成が変

化した株を得た。この株から DNA を抽出し、高感度酵母チップによって網羅的にゲノム構

成を検出することを試みた。GReO 法の原理では、ミニ染色体の脱落あるいは保持が検出

されるはずである。一方、大規模にゲノム構成が変わった株では、ミニ染色体以外のゲノ

ム領域においても変化が生じているかもしれない。網羅的にゲノムを調べることで、GReO

法がゲノム構成に与える影響を調べた。 



 39

 
図4-1 PCS法の原理 Sugiyama et al. (2005)より引用 

プライマーP1(20mer), P2(オーバーラップ配列30mer + 20 mer), P3(オーバーラップ配列30mer + 20mer), 

P4(20mer)を用いて、1回目のPCRで30塩基のオーバーラップ配列(青四角)が付与された標的配列をそれぞ

れ増幅する(図中左右のTarget)。次に、あらかじめ調整しておいた5’-(CCCCAA)6-3’とオーバーラップ配列

を両端に持つ選択マーカー(loxP-MARKER-loxP, 緑四角)断片、及びあらかじめ調整しておいた

5’-(CCCCAA)6-3’とセントロメア(CEN4, 赤丸)断片と、1回目に増幅した標的配列を用い、それぞれオーバ

ーラップPCRを行い、染色体分断に必要な2つの断片を調整する。その後、調整した2つの断片を同時に酵

母細胞に導入すると、標的配列で相同組換えが起こり、染色体が分断される。 

 

4.2 材料と方法 

 

a. プラスミドと株 

本研究に用いたプラスミド及び株は表 4-1 に記した。 

 

表 4-1 使用したプラスミド及び株 
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表 4-1 使用したプラスミド及び株（続き） 
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b. 使用したプライマー 

使用したプライマーは表 4-2 に記した。 

表 4-2 使用したプライマー 
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c. ゲノム DNA の調整 

 

酵母細胞からのゲノム DNA の抽出は、Hoffman らの方法 (Hoffman et al. 1987) を改変

して行った。5 ml の YPAD 培地に酵母菌を植菌し、飽和するまで振とう培養を行った。2,000 

rpm、5 分間の遠心分離により集菌した菌体を酵母破砕用緩衝液 [2% Triton-X、1% SDS、

100 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 8.0)、1 mM Na2EDTA] 0.2 ml で懸濁し、液面まで

ガラスビーズ (フジストン No.006、直径 0.25～0.3 mm；富士理科工業) を加えた。フェノ

ール・クロロホルム・イソアミルアルコール混合液を 0.2 ml 添加後、ミキサーで 15 分間混

合した。チューブの底に穴をあけ、それを新しいチューブの上に載せて遠心分離を行い、

ガラスビーズを取り除いた。室温で 12,000 rpm、5 分間の遠心分離を行い、上澄み液を新

しいチューブに移した。これに 0.2 ml の滅菌水と 1 ml の 99%エタノールを加え、-20℃で

20 分間冷却して沈殿を形成させた。4℃で 12,000 rpm、5 分間の遠心分離を行った後、上

澄み液を捨て、70%エタノールで沈殿を洗浄した。沈殿を乾燥させた後、10 μg/ml RNase A

を含む TE 緩衝液 200 μl に溶解させ、DNA 試料とした。 

 

d. DNA チップでのゲノム DNA 検出 

 

酵母ゲノム DNA を、1× One-Phor-All buffer (GE ヘルスケア)、1.5 mM CoCl2を含む緩

衝液に溶解させ、0.15 U deoxyribonuclease I (DNase I) [ギブコ、PCR グレード] を添加

し、37℃で 5 分間インキュベーションした。反応後、95℃に加温し、DNase  I を失活さ

せ、エタノール沈殿法により、DNA を精製した。 

 標識反応には、BioPrime labeling kit (インビトロジェン) を用い、反応はメーカーの推

奨プロトコールに従った。50uL 量での標識の場合、dNTP pool は次の組成となる。dATP、

dGTP、dCTP はそれぞれ 120mmol/L、dTTP は 60mmol/L、Cy3-dUTP あるいは

Cy5-dUTP(パーキンエルマー)は 60mmol/L とした。試験株は Cy3-dUTP を用いて標識し、

コントロール株は Cy5-dUTP を用いて標識した。  

標識した DNA は、マイクロコン YM-30 (ミリポア)で精製した.  Cy3 標識した DNA と

Cy5 標識した DNA をそれぞれ 1μg ずつ混和し、 “3D-Gene” Yeast Oligo Chip 6K にアプ

ライした。42℃で、16 時間ハイブリダイゼーションさせた。マイクロアレイの検出には

FLA8000(富士フィルム)を用いた。画像の数値化には DNASIS Array(日立ソフト)を用いた。 

 

e. タイリングマップの作成 

 

 変異株から得られた数値データと標準株から得られた数値データの比率とした(変異株/

標準株)。プローブごとに得られた変異株/標準株の比率を GeneSpring ver. 7.3.1 software 

(Silicon Genetics, CA, USA) に入れ、染色体位置に比率を当てはめたタイリングマップを
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作成した。 

 

f. パルスフィールドゲル電気泳動による酵母染色体 DNA の分離 

 

Sheehan らの方法により調製したゲルプラグを適当な大きさに切断して使用した。パル

スフィールドゲル電気泳動は CHEF-MAPPER (Bio-Rad Laboratories) を使用し、泳動条

件は調べたい染色体の大きさに応じて設定した。14×13×0.5 cm、あるいは 21×14×0.5 cm

の大きさの 1% アガロース (Pulsed Field Centrified Agarose；Bio-Rad Laboratories) を

使用し、冷却装置 (Coolong Module；Bio-Rad Laboratories) によって 14℃に保冷した

0.5×TBE [45 mM Tris、45 mM Boric acid、1.25 mM EDTA (pH 8.3)] を泳動用緩衝液と

して用いた。泳動後、ゲルを臭化エチジウム水溶液 (0.5 μg/ml) で染色し、トランスイルミ

ネーターNTFM20 (Ultra Violet Products Inc.) を用いて染色体 DNA バンドを観察した。

写真はポラロイドカメラ DS-300 (フナコシ) によって撮影した。 

 

g. サザンハイブリダイゼーション 

 

サザンハイブリダイゼーションでは、ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection 

System を用い、その使用説明書に従った。42℃に温められたハイブリダイゼーションバッ

ファ (0.5 M NaClがキットに付属のHybridization bufferに溶解した液体) を用いて、42℃

で 15 分間以上プレハイブリダイゼーション反応を行った。その後 HRP で標識したプロー

ブ DNA を加え、42℃で一晩ハイブリダイゼーション反応を行った。5×SSC で 5 分間洗浄

した後、42℃に温められた一次洗浄バッファ[6 M Urea (和光純薬)、0.4% (w/v) SDS、

0.5×SSC] で 20 分間洗浄した。再度、一次洗浄バッファで 20 分間洗浄した後、別の容器

にメンブレンを移した。そこに二次洗浄バッファ(2×SSC) を加え、室温で 5 分間穏やかに

振とうする操作を 2 回行った。メンブレンの余分なバッファを除いた後、サランラップ上

にブロットした面が上になるように置いた。Detection regent 1 と Detection regent 2 を等

量ずつ混合した溶液をメンブレンにかけ、1 分間放置した。メンブレンから余分な水分を除

き、ハイブリパックに挟んで密封した。これをカセットに入れ、その上に X 線フィルム 

(Hyperfilm-ECL；Amersham Biosciences) を置き、室温で 30 分間感光させた後、フィル

ムを取り出して現像した。現像と定着には、X 線フィルムプロセッサー (Model FPM60；

富士フィルム) を用いた。 
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4.3 結果 

 

a. 第 4 染色体を分断した酵母細胞 

 

FY834株から作出したZN1株を、第4染色体のLYS4とLYS14の位置で分断した株を作り、

ZN3株とした(データは示さず)。このZN3を改変の出発株にし、PCS法を用いて、第４染色

体を11本の染色体に分断することを試みた。オーバーラップエクステンションPCRを用い

て、染色体に組み込むために必要な標的配列 (650塩基) を増幅した。オーバーラップエク

ステンションPCR に用いる30塩基のオーバーラップ配列はloxP-FI sequence 

(5′-GGCCGCCAGCTGAAGCTTCG-3′) and the Split03-Lr primer 

(5′-CTGCAGCGTACGAAGCTTCAGCTGGCGGCCATCTGTGCCGATATTAAATC-3′)に

組み込んである。二つのDNA断片をオーバーラップエクステンションPCRの鋳型として用

いた。一つは650塩基の標的配列で、形質転換株の選択マーカーと、テロメア配列として

(5′-CCCCAA-3′)を6回繰り返して持たせている。もう一方は、約800塩基で第4染色体のセン

トロメア(CEN4)を持っている。Candida glabrata由来のCgTRP1とターゲットDNAは

Tr6-4プライマー 

(5′-CCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCAAAGGCCACTAGTGGATCTG

AT-3′)とSplit03-Lf (5′-TCCAATGGCCAATTGGTATC-3′) プライマーで増幅した。別途、

CEN4を含む別のターゲットDNA断片を増幅した。これら二つのDNA断片を用いてZN3株

をトリプトファン非要求性に形質転換した。トリプトファン非要求性株26クローンのうち、

23クローンで予定した位置での分断に成功していた(データは示さず)。なおCgTRP1以外に

も、CgLEU2とCgHIS3が選択マーカーとして用いることができる。 

 ZN3株の第4染色体は、繰り返してPCS法を用いることで図4-2に示した11本の新しい染

色体を作り出した。作製した株をZN37株とした。50kb以下の長さのミニ染色体は18 kb, 30 

kb, 31 kb, 50 kbであり、それぞれ12, 17, 13, 21の非必須遺伝子を持っている。いずれも必

須遺伝子は含んでいない。 
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図 4-2 (A) 第 4 染色体から作られた新しい 11 の染色体。新しい染色体は、第 4 染色体の左腕末端から始

まり、それぞれの長さは 131kb, 30kb, 80kb, 18kb, 252kb, 119kb, 50kb, 252kb, 356kb, 213kb, 31kb であ

る。灰色の円は、セントロメアを表している。赤矢印は、必須遺伝子を含んでいないミニ染色体を示す。

(B)作出した株のパルスフィールドゲル電気泳動とサザンブロット解析。(レーン 1：FY834、レーン 2：ZN1、

レーン 3：ZN3、レーン 4：ZN12、レーン 5：ZN13、レーン 6：ZN14、レーン 7：ZN17、レーン 8：ZN22、

レーン 9：ZN23、レーン 10：ZN27、レーン 11：ZN37；泳動条件：200～1700 kb) 
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b. 30 本の染色体を持ったハプロイド株の作出 

 

 次に、PCS 法を用いて、ZN37 株の第 11 染色体を表 4-3 に記載の位置で分断し、新たに

5 本の染色体(22kb, 500 kb, 35 kb, 52 kb, 47 kb)を作った(図 4-3)。5 本の染色体のうち、3

本は(22 kb, 35 kb, 47kb)は非必須遺伝子のみの領域で構成されている。このようにして、

30 本の染色体を持つ ZN92 株を作出した。30 本の染色体は、酵母が保持している染色体に

加え、第 4 染色体から作り出した新しい 11 本の染色体と、第 11 染色体から作り出した新

しい 5 本の染色体を保持している。ZN92 株は必須遺伝子を持たない 7 本のミニ染色体を保

持している。 

 

表 4-3 染色体分断のターゲット位置と用いたプライマー 

 
染色体の分断に用いるプライマーTr6-4 と loxP-F1 は表 4-2 に記載されている。 
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図 4-3 (A) ZN92 株における新しい 5 つの染色体。円はセントロメアを示す。赤矢印は必須遺伝子を持

たないミニ染色体を示す。 (B) パルスフィールドゲル電気泳動 レーン 1：ZN37、レーン 2：ZN63、レ

ーン 3：ZN76、レーン 4：ZN81、レーン 5：ZN92。 

 

c. ミニ染色体の組み合わせ脱落 

 

 ZN92 株は、7 本の非必須遺伝子のみからなるミニ染色体を持っている。理論的には、128

通りの組み合わせ     で脱落が生じる。ただし、特定の組み合わせによる合成致死は考

慮していない。どのような組み合わせで脱落が生じるか調べるため、ZN92 株を YPDA 培

地で培養後、酵母細胞を平板培地に塗布した。培養の結果、441 のコロニーを得た。理論的

には 128 の組み合わせが生じるはずであるため、128 のクローンを選び、PCR でミニ染色

体の脱落の有無を調べた(図 4-4)。 

 128 のクローンは、ミニ染色体の脱落の組み合わせによって、19 種のタイプに分かれた。

19 種のタイプのうち、全てのミニ染色体を保持していた型は 128 クローン中 11 クローン

であった(9%)。このことから、ミニ染色体は、有糸分裂成長において、安定であることが

推定される。28 クローン(22%)はタイプ 2 に分類された。タイプ 2 は、17 遺伝子をもつ 22kb

ミニ染色体が脱落している。最もたくさんの遺伝子を失ったのはタイプ 18 で、4 つのミニ

染色体(30kb, 35kb, 47kb, 50kb)は 66 遺伝子を持つ。ミニ染色体の組み合わせ脱落の結果か

ら、ミニ染色体に含まれる遺伝子が非必須遺伝子であるかわかる。7 本のミニ染色体のうち、
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6 本 22 kb, 30 kb, 31 kb, 35 kb, 47 kb, 50 kb)は、どれかのクローンで脱落している。18kb

ミニ染色体は 12 の非必須遺伝子 (YDL114W, YDL114W-A, IWR1, NUP84, CYK3, 

YDL118W, YDL119C, YFH1, YDL121C, UBP1, SNA4 , YDL124W )を持っているが、128

クローンのうち全てで保持されていた。興味深いことに、ZN17 株では 18kb ミニ染色体の

コピー数が親株である FY834 株に比べ、3 倍になっている。18kb ミニ染色体のもつ 12 の

遺伝子は、個別に評価すると非必須遺伝子であるが、12 遺伝子のうちのいずれかの組み合

わせあるいは全ての遺伝子が、YPDA 培地での培養において必須遺伝子である可能性が考

えられる。12 遺伝子との組み合わせで合成致死となる遺伝子を SGD で調べたところ、い

くつかの遺伝子が報告されていたが、18kb ミニ染色体中の遺伝子同士の組み合わせは報告

されていないため（表 4－4）、新規の現象であると考えられる。 

 

 

 

図 4-4 ゲノム再構成  

A :ミニ染色体の組み合わせ脱落 黒塗りは脱落を示し、空欄は保持を示す。左のカラムに、タイプ番号を

記載した。B: 18kb ミニ染色体のサザンブロットハイブリダイゼーション(ZN17 株)サザンブロットのプロ

ーブは、第 4 染色体の 251627-252254 の間の 627 塩基を用いた。コントロールとして、第 11 染色体の

32970-35978 の間の 3008 塩基を用いた。 
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表 4-4 18kb 断片中の遺伝子と合成致死となる組み合わせ 

遺伝子名 合成致死のペアとして報告されている遺伝子

YDL114W YER113W

YDL114W-A なし

IWR1 なし

NUP84 ASF1, BIM1, BUB3, CAC2, DBP5, DST1, GCR1, GET1, GLC7, 

HEH2, MRC1, MSI1, NEM1,NSP1, NUP116, NUP120, NUP133,

 RAD27, RAD51, RLF2, SAC3, SLX5, SPO7, SPT4

CYK3 BNI1, BNI4, CHS7, HOF1, INN1, MYO1, RVS161, RVS167

YDL118W SBA1

YDL119C なし

YFH1 なし

YDL121C なし

UBP1 STU1

SNA4 なし

YDL124W なし  

 

d. ゲノム再編成株の測定 

 

PCS 法で FY834 株から作出した SH6484 株は、FY834 株の第 1、第 2、第 3、第 8、第

11、第 13、第 15、第 16 染色体 から、新たに 30 本の染色体を作りだした株である(図 4-5)。

30 本の染色体のうち、14 本のミニ染色体には必須遺伝子が含まれない(図 4-5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4-5 SH6484株の染色体位置  

14本のミニ染色体(赤矢印)は必須遺伝子を含んでいない。それぞれのミニ染色体の分断位置は材料と方法

に記載している。ミニ染色体の長さと非必須遺伝子の数は次の通りである。#1, 42 kb, 20 ORFs; #2, 28 kb, 

19 ORFs; #3, 49 kb, 23 ORFs;#4, 70 kb, 35 ORFs; #5, 38 kb, 22 ORFs; #6, 22 kb, 15 ORFs; #7, 30 kb, 11 

ORFs; #8, 42 kb, 13 ORFs; #9, 21 kb, 15 ORFs; #10, 37 kb, 16 ORFs; #11, 43 kb, 19 ORFs; #12, 30 kb, 

15 ORFs;#13, 46 kb, 23 ORFs; and #14, 28 kb, 14 ORFs. 
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SH6484 株、及び FY834 株を YPDA 培地で培養し、それぞれの酵母細胞から DNA を抽

出した。各株の酵母細胞から抽出した DNA を、別々の蛍光色素で標識し、高感度 DNA チ

ップで検出した。SH6484 株の DNA から得られたシグナル値を、FY834 株のシグナル値

でノーマライゼーションし、散布図で示した(図 4-6)。X 軸側が SH6484 株、Y 軸が FY834

株である。大半のプローブは、y=x のライン(図中の赤線)周辺にプロットされている。ミニ

染色体にコードされている遺伝子に対応するプローブから得られたシグナル値を桃色でプ

ロットしている。y=x のラインから、X 軸側に多くの桃色のプロットが見られる。FY834

株に比べ、シグナル値が低下していることから、該当するゲノム領域が欠損、あるいは減

少したものと考えられる。一方、2 倍以上増加したプローブもみられ、ゲノム領域のコピー

数が増加した可能性がある。また、青のプロットは、ミニ染色体以外のプローブに由来す

るが、一部で 2 倍近く変動しているものがみられる。実験上のノイズ、あるいはコピー数

変動の可能性が考えられた。橙の四角の中には、2 倍程度シグナル強度が増加している。こ

れらのプローブは、リボソーム RNA 遺伝子に対応するプローブであった。 

 

図 4-6 検出シグナルの散布図 縦軸：SH6484 株、横軸：FY834 株 

赤線は y=x を示し、緑線が 2 倍以上のシグナル変動を示す。桃色のプロットは、ミニ染色体に含まれる遺

伝子のシグナル値を示す。橙四角の中は、リボソーム RNA 遺伝子のシグナル値を示す。 

  

次に、プローブごとに変動比 Log2 (SH6484/FY834)を計算し、染色体の左腕の端から順

に並べ、変動比を折れ線グラフで示した (図 4-7)。また、SH6484 株から抽出した DNA を
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PCR 法によってミニ染色体の有無を確認した。ミニ染色体：#1 及び#3 は、脱落（青矢印）、

#2 は保持されていることを確認した（赤矢印）。ただし、#2 は保持されていることのみを

確認し、コピー数の増加については検証していない。 

 

プローブごとに結果をみていくと、周囲と大きく異なる値が得られているプローブがあ

る。YAL068C は、PCR 法で脱落が確認されたミニ染色体上の遺伝子で、同じミニ染色体

上の他の遺伝子に比べ、変動比が大きく、0 に近い。YAL068C は検出シグナル値が 100 前

後と高いため（データは示さず）、他のゲノム領域がクロスハイブリダイゼーションするこ

とによって、変動比が大きく計算されたと考えられる。YAL063C-A は、周囲に比べて変動

比が大きく、0 に近い。検出シグナル値が 1 前後と低いことから（データは示さず）、

YAL063C-A のプローブ配列の反応性が低い、あるいは DNA チップ上にプローブが固定さ

れていないといった原因が考えられ、そのため検出結果が周辺遺伝子と異なったと考えら

れる。 

一般的に、タイリングアレイ解析では、出力結果のノイズを低減させるため、ゲノム上

の近接した位置に設計したプローブの検出値の移動平均を計算し、出力値として用いてい

る。本解析においても、変動比をそのままプロットした場合（図 4-7 青線）と、移動平均

をプロットした場合（図 4-7 桃線）とで比較した。移動平均を取ることにより、全体とし

てノイズが目立たなくなり、検出結果が平準化されている。しかし、上述した YAL068C や

YAL063C-A で得られた異常なデータまで平準化していることが分かる。 

次に、図 4－7B に第 2 染色体に由来するミニ染色体の検出結果を示した。結果の解析方

法は、上記第 1 染色体の方法と同一である。この領域には、ミニ染色体#4 が含まれている。

PCR 法による解析結果から、#4 は保持されていることが分かった。DNA チップ実験で得

られたミニ染色体#4 の変動比は、平均-0.08 とほぼ 0 であったことから、親株である FY834

とほぼ同じコピー数が存在していると推定された。 

なお、YBR033W は、第 1 染色体の YAL063C-A と同様に、SH6484、FY834 の両者に

おいてシグナル値が非常に低いため変動比が大きく計算されている。移動平均のグラフで

は、YBR033W の周辺領域で増幅現象が起きているようにプロットされている。ノイズに

よって極端に大きな変動比が得られた場合、移動平均を用いると周囲のプローブの出力結

果にも影響を与え、当該領域において増幅現象が生じたように計算されてしまう。 

移動平均を用いた平準化は、データを視認しやすくするが、細かく評価する際には適し

ていないことが分かったため、以後の解析では、移動平均は用いず、変動比を評価するこ

ととした。 

 PCR 法によって脱落が確認された#1 と#3 の変動比の平均値は、それぞれ－3.43 倍と－

2.95 倍であった。このことから、変動比の平均値が、-2.95 倍以下であれば、ゲノム領域が

脱落している可能性があると考えた。また、PCR 法で保持が確認された#2 と#4 は、それ

ぞれ 1.41 倍と－0.08 倍であった。原理的に、親株とコピー数が同じであれば、変動比は 0
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になるため、#4 は親株とコピー数が同一と判断でき、#2 はコピー数が増加していることが

推定された。 

 

A 

 

B 

 

 

図 4-7 DNA チップ実験で得られた変動比と PCR 法で確認したミニ染色体の有無の関係 

A. 第 1 染色体由来のミニ染色体、 B. 第 2 染色体由来のミニ染色体、青矢印は PCR 法で脱落を確認

したミニ染色体、赤矢印は保持を確認したミニ染色体を示す。 
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 次に、ゲノム全体でのタイリングマップを作成した。プローブごとに SH6484 株/FY834

株の比率を計算し、酵母細胞の 16 本の染色体とミトコンドリアゲノムに対して割り当てた

タイリングマップを作成した。また、ミニ染色体の位置が分かるよう、該当箇所はギャッ

プを設けて表示している。また、SH6484 株から抽出した DNA を PCR 法によってミニ染

色体の有無を確認した。 

 

図 4-8  SH6484 株のタイリングマップ 

青棒は有糸分裂時に脱落した領域。赤棒は保持されている領域を示す。赤星は当該領域が増幅しているこ

とを示し、その横の数値は当該領域の遺伝子の増幅倍率(SH6484/FY834)の平均値を示している。 
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 PCR法で、ミニ染色体が保持されていると判定できれば赤棒、脱落していれば青棒で表示

している(図4-8)。DNAチップでの検出結果とPCR法の結果は一致しており、14本のミニ染

色体のうち、8本のミニ染色体(#1, #3, #6, #7,#9, #10,#11, #14)が脱落していることが分か

った(図4-7 青棒)。また、残りの6本のミニ染色体(#2,#4, #5, #8, #12, #13)は保持されてい

ることが分かった(図4-7 赤棒)。脱落した8本のミニ染色体に含まれる非必須遺伝子である

133遺伝子は、全て同時に欠失しても酵母の増殖に必須ではないことを示している。さらに、

保持されている6本のミニ染色体のうち4本(#2, #8, #12, #13)でコピー数の増加が観察され

た。増幅倍率は、#2 で2.6倍, #8で1.8倍, #12で2.3倍, #13で1.4倍であった。 

 

e 一部遺伝子領域を欠損した D3、D4 株の変異検出 

 

GReO法では、多数のミニ染色体を作り、培養中に脱落させることで様々なゲノム構成を

持つ株を作り出すことができる。ゲノムの一部分が脱落したときの影響を調べるため、PCD

法(Sugiyama et al. 2008)を用いて作出した、特定のゲノム領域を脱落させた株を用いて評

価した。第15番染色体の477045～499855を欠損させた株D3と、15番染色体の555866～

593616を欠損させた株D4株を評価に用いた。PCD法は、実験者が選んだ任意の遺伝子領域

で酵母の染色体を分断し、セントロメア配列を持っていない断片に対してセントロメア配

列を付与し、染色体分裂時に保持させることのできる方法である。すなわち、特定の領域

のみ欠損させ、その他の領域は維持されたままにできる。D3株、およびD4株で欠損させた

領域に含まれる遺伝子は、非必須遺伝子である。欠損は、PCR法で対象領域が欠損してい

ることを確認している。 

D3株、D4株および標準株FY834株から抽出したゲノムDNAを標識し、DNAチップを用

いて検出した。検出結果から、プローブごとに変動比(D3株/FY834株、D4株/FY834株)を計

算し、変動比を染色体マップ上に配置したタイリングマップを作成した。作成したタイリ

ングマップのうち、欠損領域のある第15番染色体の結果を図4-9に示した。変動比を、第15

番染色体の左腕の端から順にプロットしている。D3株、D4株のそれぞれで欠損させた領域

を青矢印で示している。当該領域で、各株の変動比は小さくなっており、変動比の平均値

は、D3株は-10.57倍、D4株は-5.19倍であった。両株で変動比が大きく異なる原因は、欠損

領域から得られたシグナル値は非常に小さいため、変動比が大きな値として計算されたた

めである。以上のように、欠損領域はシグナル値が低くなるため、基準株との変動比はぶ

れやすくなるが、DNAチップによって欠損領域を検出できることを確認した。なお、FY834

株との比率が大きく異なる領域は、欠損させた領域のみで、それ以外の領域では差が生じ

なかった(データは示さず)。 
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図4-9 D3, D4株の第15染色体の検出結果 

変動比は、D3株/FY834株あるいはD4株/FY834株として計算し、底が2の対数に変換した。 

 

f. ミトコンドリアゲノムおよび第 12 番染色体での増幅 

 

ミトコンドリアゲノム(図 4-8 chr.mito)および第 12 番染色体においても増幅があること

を観察した。ミトコンドリアゲノムでは、プローブが設計された 18 遺伝子の全てでシグナ

ル強度の増加が検出でき、増加率は平均 1.15 倍（真数に換算すると 2.2 倍）である(表 4-5)。

比較として、D3 株, D4 株についてもミトコンドリアゲノムのタイリングマップを示してい

る。D3 株は、18 遺伝子のいずれでも増幅していないことが分かる。一方、D4 株では FY834

株に比べ、コピー数が 20%程度に減少している。D4 株で欠損させた 17 遺伝子を表 4-4 に

示した。ミトコンドリアの機能に関する遺伝子が CAT5, ORT1, IDH2, LSC1 が含まれてい

る。しかし、これらの遺伝子の description は、ミトコンドリアのコピー数維持に関与する

ものではなかったことから、直接的な因果関係は分からなかった。 

 

変動比 
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表 4-5 ミトコンドリアゲノムにコードされている遺伝子の変動比 

ORF Name SH6484 D3 D4
Q0060 1.16 -0.30 -4.45
Q0055 0.92 -0.33 -4.53
Q0045 1.09 -0.29 -3.55
Q0070 0.86 -0.60 -3.57
Q0065 1.06 -0.14 -5.13
Q0050 1.42 -0.05 -3.93
Q0075 1.34 0.24 -2.88
Q0080 1.18 -0.65 -2.41
Q0085 0.92 -0.05 -2.18
Q0120 0.95 -0.28 -3.43
Q0110 1.19 -0.23 -2.39
Q0115 1.21 -0.44 -3.09
Q0105 1.35 0.07 -1.99
Q0130 1.36 -0.14 -1.53
Q0140 1.50 -0.19 -0.11
Q0160 1.04 -0.45 -2.70
Q0250 1.30 -0.16 -1.40
Q0255 0.95 -0.48 -2.10
Q0275 0.99 -0.42 -0.02
平均 1.15 -0.26 -2.70  

 

第 12 番染色体で増幅した領域は、リボソーム RNA 遺伝子(YLR154W-A,YLR154W-B, 

YLR154W-C, YLR154W-E, YLR154W-F, YLR154C-G, YLR157W-C)の領域であった(表

4-6)。FY834 株と比較すると、SH6484 株ではリボゾーム RNA の遺伝子平均で 0.93 倍（真

数に換算すると約 1.9 倍）のシグナル強度の増加がみられたため、当該領域のコピー数増幅

が示唆された。なお、D3 株、D4 株ではリボゾーム RNA 遺伝子の変動比増加は観察されて

いないため、コピー数増幅は生じていないと推定された。 

 

表 4-6 リボソーム RNA 遺伝子の変動比 

rRNA遺伝子 SH6484 D3 D4
YLR154W-C 0.82 -0.46 0.05
YLR154W-B 0.93 -0.33 0.25
YLR154W-A 0.70 -0.35 0.29
YLR154W-E 0.67 -0.33 0.01
YLR154W-F 0.81 -0.36 0.31
YLR154C-G 0.85 -0.29 0.27
YLR157W-C 1.71 -0.71 -0.52  
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4.4 考察 

 

a. GReO 法の有用性 

  

 本研究では、培養条件によってゲノム構成を変えることのできる GReO 法を開発した。

ZN92 株を用いた評価から、栄養培地での培養条件下で 19 種のゲノム構成を持った株が生

じた。ストレスをかけた状態で、本株を培養することで、状態に応じたゲノム構成になる

ものと期待される。SH6484 株の検討では、ミニ染色体の脱落だけでなく、増幅も検出され

た。さらに、ミニ染色体ではない領域の増幅も検出されていることから多様なゲノム構成

を持った株を生み出すことができる。GReO 法は、工業的に有用な株を作出するだけでな

く、ゲノムの機能とその構成の関係の解明に有用なツールであるといえる。 

 

b. ミニ染色体の脱落 

 

ミニ染色体の脱落は、細胞分裂時に生じていると推定される。Surosky et al. (1986)は 50 

kb 以下の大きさに断片化された染色体は細胞分裂時に高頻度で脱落すると報告している。

また、Hill et al. (1987)は、GAL1 プロモーターの下流に CEN3 を持ったプラスミドを用い

た検討を行い、GAL1 プロモーターの活性化により CEN3 の活性が低下し、結果としてプ

ラスミドの分配に異常をきたし、コピー数が増加する細胞が現れるとしている。各ミニ染

色体中にコードされている遺伝子の発現レベルを調べることで、ミニ染色体の増幅、脱落

について知見が得られるかもしれない。 

 

c. ミトコンドリアゲノムの増幅 

 

ミトコンドリアゲノムは、1 細胞あたりに数十から数千コピー存在することが知られてお

り、細胞株や培養条件によって数が変動する（Wiederhold et al. 2010）。SH6484 株、D3

株、D4 株のミトコンドリア染色体にコードされる遺伝子の変動比を表 4-5 に示した。各株

でミトコンドリア染色体のコピー数に差があることが分かる。SH6484 株は FY834 株に比

べミトコンドリア染色体が 2 倍程度増えている。反対に D4 株ではミトコンドリアが 1/4～

1/5 程度に減少している。D4 株で観察されたミトコンドリアゲノムのコピー数減少は、興

味深い。ミトコンドリア DNA の複製機構あるいは保持機構に異常が生じた可能性が示唆さ

れる。D4 株と同じ方法で染色体領域を脱落させた D3 株では、ミトコンドリア DNA のコ

ピー数変化が起きていないことから、D4 株で欠損させた領域にミトコンドリア DNA のコ

ピー数維持に関わる遺伝子が含まれている可能性がある。D4 株で欠損させた領域に含まれ

る遺伝子を表 4-5 に示した。この領域には、ミトコンドリアに関連する遺伝子として、CAT5, 

ORT1, IDH2, LSC1 がある。中でも CAT5 は、ミトコンドリア維持に関わっており、変異
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が生じるとミトコンドリアコピー数が減少することが報告されている(Dimitrov et al. 

2009)。本研究の成果は、Dimitrov et al.の成果と一致する。 

また、酸化ストレスによって誘導された DNA 組み換えがミトコンドリアのコピー数増加

につながると報告されている(Hori et al. 2009)。本研究では、栄養培地で培養したのみであ

るため酸化ストレスはかかっていないと考えらるため、SH6484 株で生じたミトコンドリア

ゲノムのコピー数増加は酸化ストレスが原因でないと考えられる。ミトコンドリアのコピ

ー数が増えたことは、PCS 法によってミニ染色体を複数持つように改変したことにより、

DNA 複製に何らかの影響を与えている、あるいは、脱落したミニ染色体が DNA 複製にと

って重要な役割を担っていた可能性が考えられる。 

 

d. リボゾーム RNA 遺伝子の増幅 

 

PCS 法を用いて作出した SH6484 株で、リボソーム RNA 遺伝子領域が 1.9 倍に増幅し

ている可能性が示唆された。第 12 番染色体上で増幅が示唆された領域にある遺伝子は、リ

ボソームRNA遺伝子であった。リボゾームRNAがコードされている9.1kbのユニットが、

150 コピーが程度タンデムに並んだ 1.5Mb の領域に渡って存在している(Petes, 1979)。

SH6484 株では 1.9 倍に増幅している可能性があるため、リボゾーム RNA 遺伝子領域のコ

ピー数は 285 コピーである可能性がある。リボゾーム RNA のコピー数の制御には SIR2 が

必要であることが知られている(Benguria et al. 2003, Gottlieb et al. 1989, kobayashi et al. 

2004)。SIR2 タンパクは、減数分裂や有糸分裂時に、相同組み換えを抑制する働きを持っ

ている。SH6484 株では、SIR2 は#8 のミニ染色体上にコードされており、#8 ミニ染色体

のコピー数は 2 倍程度に増加している。SIR2 遺伝子の転写産物が２倍になっている可能性

もあるが、ゲノム領域を分断したことで転写制御が異常となっている可能性も考えられる。

相同組み換えを抑制する SIR2 遺伝子のコピー数が増加している点と、リボソーム DNA の

コピー数増加の因果関係は不明である。SH6484 株から Total RNA を抽出し、遺伝子発現

解析を行うことで、リボソーム RNA 遺伝子のコピー数変化について情報が得られるかもし

れない。 
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表 4-5 D4 株欠損領域に含まれる遺伝子 

ORF Name Locus Name Description Phenotype

YOR124C UBP2

Ubiquitin-specific protease that removes ubiquitin from
ubiquitinated proteins, cleaves at the C terminus of ubiquitin
fusions; capable of cleaving polyubiquitin and possesses
isopeptidase activity

Null mutant is viable. Null yuh1 ubp1 ubp2 ubp3 quadruple
mutants are viable and retain the ability to deubiquitinate
ubiquitin fusions.

YOR125C CAT5
Mitochondrial inner membrane protein directly involved in
ubiquinone biosynthesis, essential for several other metabolic
pathways including respiration and gluconeogenic gene activation

Null mutant is viable, results in complete loss of glucose
derepression affecting gluconeogenic key enzymes.
Respiration, but not mitochondrial cytochrome c oxidase
activity, are also affected; fails to synthesize ubiquinone

YOR126C IAH1
Isoamyl acetate-hydrolyzing esterase, required in balance with
alcohol acetyltransferase to maintain optimal amounts of isoamyl
acetate, which is particularly important in sake brewing

The null mutant is viable but cannot hydrolyze isoamyl acetate.

YOR127W RGA1
GTPase-activating protein for the polarity-establishment protein
Cdc42p; implicated in control of septin organization, pheromone
response, and haploid invasive growth

Null mutant is viable but shows increased signaling in the
pheromone pathway; haploid null mutants bud predominantly in
a bipolar, rather than the normal axial, manner

YOR128C ADE2
Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, catalyzes a step in
the 'de novo' purine nucleotide biosynthetic pathway; red
pigment accumulates in mutant cells deprived of adenine

Null mutant is viable and requires adenine. ade2 mutants are
blocked at a stage in the adenine biosynthetic pathway that
causes an intermediate to accumulate in the vacuole; the
intermediate gives the cell a red color.

YOR129C

YOR130C ORT1

Ornithine transporter of the mitochondrial inner membrane,
exports ornithine from mitochondria as part of arginine
biosynthesis; human ortholog is associated with
hyperammonaemia-hyperornithinaemia-homocitrullinuria (HHH)
syndrome

Null mutant is viable, arginine bradytroph

YOR131C

YOR132W VPS17

Subunit of the membrane-associated retromer complex
essential for endosome-to-Golgi retrograde protein transport;
peripheral membrane protein that assembles onto the membrane
with Vps5p to promote vesicle formation

Null mutant is viable, exhibits defect in vacuolar morphology
and protein sorting

YOR133W EFT1

Elongation factor 2 (EF-2), also encoded by EFT2; catalyzes
ribosomal translocation during protein synthesis; contains
diphthamide, the unique posttranslationally modified histidine
residue specifically ADP-ribosylated by diphtheria toxin

YOR134W BAG7

Rho GTPase activating protein (RhoGAP), stimulates the
intrinsic GTPase activity of Rho1p, which plays a role in actin
cytoskeleton organization and control of cell wall synthesis;
structurally and functionally related to Sac7p

Null mutant is viable; overexpression suppresses sac7 null
mutation

YOR136W IDH2
Subunit of mitochondrial NAD(+)-dependent isocitrate
dehydrogenase, which catalyzes the oxidation of isocitrate to
alpha-ketoglutarate in the TCA cycle

YOR137C SIA1
Protein of unassigned function involved in activation of the
Pma1p plasma membrane H+-ATPase by glucose

YOR138C RUP1
Protein involved in regulation of Rsp5p, which is an essential
HECT ubiquitin ligase; required for binding of Rsp5p to Ubp2p;
contains an UBA domain

YOR140W SFL1

Transcription repressor involved in regulation of flocculation-
related genes, inhibits transcription by recruiting general
corepressor Cyc8p-Tup1p to different promoters; negatively
regulated by cAMP-dependent protein kinase A subunit Tpk2p

YOR141C ARP8
Nuclear actin-related protein involved in chromatin remodeling,
component of chromatin-remodeling enzyme complexes

YOR142W LSC1
Alpha subunit of succinyl-CoA ligase, which is a mitochondrial
enzyme of the TCA cycle that catalyzes the nucleotide-
dependent conversion of succinyl-CoA to succinate

Null mutant is viable but grows slowly on minimal glycerol or
pyruvate; mutant suppresses idh2 null mutants for growth on
glycerol  
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第 5 章 高感度 DNA チップの新たな応用技術開発－ 
ホルマリン固定パラフィン包埋試料の解析  

 

5.1 目的 

 

病理検査で用いられるホルマリン固定パラフィン包埋試料(FFPE)は、細胞や核の染色、

免疫染色、FISH 法など種々の方法で解析され、細胞の形態、がん細胞の有無、タンパクマ

ーカーの有無、染色体異常などを検出し、検査・診断に用いられている。FFPE 試料は、ヒ

トの検体組織を 10%緩衝ホルマリン溶液に一晩浸漬し、細胞が固定される。その後、パラ

フィンに包埋される。FFPE 試料は保存性に優れており、十数年間保管されることもある。

そのため、組織採取から現時点までの患者の臨床情報が付加されている。過去にさかのぼ

って検体を採取できるため、予後情報の収集が容易である。また、検体を集めたいと考え

ても発症頻度の低い稀少な症例の解析にも有効である。さらに、保存安定性が高いことか

ら、安定的に検体を輸送することができる。生の組織であれば、凍結保存や保存液に入れ

た状態で輸送しなくてはならず、輸送条件の管理が煩雑となる。 

FFPE 試料から RNA を抽出し解析する手法は、実用化が進んでいる。乳がんの予後予測

解析法として、ジェノミックヘルス社の OncoTypeDX(Cobleigh et al. 2006)も FDA の承認

を得ている。FFPE 試料で輸送された試料を解析対象とし、16 種類のがん遺伝子と、5 種

類のリファレンス遺伝子の発現量を RT-PCR で解析し、再発リスクを判定する。オランダ

Agendia社のMammaPrint(Glas et al. 2006)も同時期に乳がんの予後予測診断キット(再発

リスクの予測)として米国 FDA の承認を得た。組織試料から抽出した RNA を解析に用い、

70 種の遺伝子発現レベルを測定し、診断する。ネガティブコントロール、データ補整用コ

ントロールプローブ DNA が約千種搭載されている。病理診断では、採取した組織検体を病

理検査のためにホルマリン固定したうえでパラフィン包埋(FFPE)し、病理切片を作製する。

OncoTypeDX は、FFPE 試料を解析対象としているため、通常の検査の流れの一環で解析

できるが、MannmaPrint は、解析のために組織検体を用意しなければならない。そのため、

OncoTypeDX は利便性が高く、広く診断分野で使われている。 

 DNA チップを用いた、FFPE 試料からの RNA の解析が実用化されれば、臨床研究にお

いて画期的なツールを手に入れることとなる。OncoTypeDX は、定量 PCR を用いて 20 種

程度の遺伝子発現レベルを測定するが、検査対象遺伝子の数が増えてくると、操作が煩雑

になると考えられ、DNA チップを用いた解析に置き換わる可能性が出てくる。 

しかしながら、FFPE 試料から RNA を抽出し、DNA チップで解析を行うことは困難と

されていた。ホルマリン固定処理は、組織の腐敗防止や細胞機能の停止のために行われる。

分子レベルでの反応は、タンパクや核酸が持つ一級アミン同士で架橋反応を生じさせてい

る。 

ホルマリン(以下ホルムアルデヒド)固定の原理は次のとおりである。 
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まず、ホルムアルデヒドが一級アミンと反応し、シッフ塩基を生成する。 

 

R-NH2 + HCHO → R-N＝CH2 + H2O  

 

さらに、1 級アミンと反応し、アミンがメチレンで架橋した構造が形成される。 

 

R-N＝CH2 + R-NH2 → R-NH-CH2-NH-R 

 

タンパクや核酸は、多数の 1 級アミンを持つ生体分子であるため、ホルマリン固定によ

って分子内、分子間で架橋し、巨大なタンパクと核酸の複合体が形成される。FFPE 試料か

ら核酸を抽出するには、タンパク・核酸複合体を protease K(ProK)で処理し、タンパクを

加水分解する。次に、加熱で架橋部分を加水分解(脱架橋反応)する。RNA は、加温により

リン酸エステル結合が解離するため、脱架橋反応と同時に、RNA の分解も生じているはず

である。さらに、FFPE 試料は、病理検査の記録として長期間保管されることが一般的に行

われており、酸化による劣化も生じている。また、自然光があたるような過酷な条件で保

管されることもあり、生体分子の劣化が進んでいる場合がある。 

 以上のように、FFPE 試料は、生の組織検体に比べ、生体分子の状態が悪く、RNA の解

析には使用できないと考えられていた。特に網羅的に遺伝子発現解析を行う用途には適し

ていないとされていた。 

一方で、FFPE 試料は、検体採取から数年間の臨床情報(例：術後の治療履歴、予後など)

が付帯されているため、解析が可能になれば、検体準備に時間をかけずにマーカー分子の

探索ができる。また、稀少な疾患も FFPE 試料であれば、同様の理由から症例を集めやす

い。FFPE 試料から抽出した RNA の解析において課題であったのは、RNA の分解であっ

た。RNA が分解していることにより、RNA の増幅反応が異常となっていた。従来の DNA

チップは感度が不十分であったため、RNA の増幅反応を過剰に行っていた。 

私は、高感度 DNA チップの性能を生かし、これまで困難であった FFPE 試料からの RNA

解析技術を構築することを目的とし研究を行った。 

 

5.2 材料と方法 

 

a. Total RNA の抽出 

 

 ヒト凍結組織及びマウス凍結組織からの total RNA 抽出は、RNeasy mini kit(キアゲン

社)を用いた。また、miRNA 画分を含む total RNA の抽出には miRNeasy mini kit(キアゲ

ン社)を用いた。作業手順はメーカー推奨方法に従った。 
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b. ホルマリン固定パラフィン包埋(FFPE)試料からの RNA 抽出 

 

FFPE 試料からの total RNA 抽出は、次の手順で行った。FFPE 試料から 10um 厚の薄

切切片をキシレンに浸漬し、パラフィンを除去した。次に、エタノールで 2 回洗浄しキシ

レンを除去した。得られた組織に protease K を添加し、37℃で 16 時間処理した。80℃, 15

分間インキュベーションし、脱架橋処理を行った。遠心後、上清をシリカメンブレンカラ

ム(東レ)で精製し、Total RNA を得た。 

 

c. RNA の電気泳動 

 

 抽出した total RNA の電気泳動には、バイオアナライザー RNA nano 6000kit(アジレン

ト)を用いた。凍結組織から抽出した RNA の品質は、バイオアナライザーが出力する RIN

値を参考にした。FFPE 試料から抽出した total RNA は、凍結組織から抽出した RNA の泳

動パターンと大きくことなるため、泳動のみ行い、品質評価は行わなかった。 

 

d. Total RNA 中の mRNA 標識 

 

凍結組織から抽出した Total RNA を、Amino Allyl Message AMP II aRNA Amplificatin 

Kit (アプライドバイオシステムズ)を用いてアミノアリル aRNA を合成した。アミノアリル

aRNA は Cy3-NHS ester または Cy5-NHS ester で標識した。 

 

e. Total RNA 中の miRNA 標識 

 

Total RNA 中の miRNA の標識には、miRCURY miRNA labeling kit(エキシコン)を用い

た。Total RNA 500ng を、脱リン酸化酵素で 5’末端のリン酸基を除去した。次に、T4 RNA 

ligase で、miRNA の 3’末端に Hy5 色素を結合させた。 

FFPE 試料から抽出した total RNA の標識は、3D-Gene® FFPE Gene Expression 

Analysis Reagent kit (東レ)を用いて増幅した。増幅反応はメーカーの推奨方法に従い、増

幅した aRNA は Cy3-NHS ester または Cy5-NHS ester で標識した。 

 

f. DNA チップ 

 

遺伝子発現解析には、3D-Gene Human oligo chip 25k(東レ)を用いた。miRNA の発現解

析には、3D-Gene human miRNA chip(東レ)を用いた。ハイブリダイゼーション及び洗浄

方法は、メーカーの推奨方法に従い行った。 
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5.3 結果 

 

a. FFPE 試料からの RNA 抽出方法の検討 

 

FFPE 試料から抽出した RNA で、DNA チップによる解析が行われてこなかった原因と

して、RNA が保管時に分解していることが原因とされていた。一般的に、DNA チップで

遺伝子発現解析を行うために mRNA を増幅する。原理は、mRNA の poly A tail に poly T

プライマーをアニールさせて逆転写反応を行い、cDNA を合成する。cDNA を鋳型にし、

あらかじめ poly T プライマーに連結させてあった T7 RNA polymerase プロモーター配列

から、T7 RNA polymerase を用いて、in vitro 転写反応させ、RNA を合成する。mRNA

が分解していると、逆転写反応によって伸長する長さが短くなる。プローブ配列は、mRNA

の 3’末端側に設計されているが、遺伝子によって位置が異なる。分解した RNA では、mRNA

の増幅産物が短くなってしまい、結果としてプローブ配列とハイブリダイゼーションでき

ない。 

図 5-1 に、マウスの肝臓と小脳の凍結組織、及びそれぞれの FFPE 試料から抽出した RNA

の電気泳動パターンを示した。凍結組織から抽出したRNAは、約2000塩基の大きさの18S、

約 4000 塩基の大きさの 28S リボソーム RNA のバンドが検出されているのに対し、FFPE

試料から抽出した RNA では、バンドが検出されていない。100 塩基前後から 4000 塩基前

後まで広い範囲でスメアーとなっている。肝臓と小脳から抽出した RNA で比較しているが、

いずれの組織でも、同様の結果が得られており、FFPE 試料から抽出した RNA の泳動パタ

ーンがスメアーになることは、組織依存的ではない。様々なサイズの RNA が検出されてい

ることは、凍結組織から抽出した RNA の泳動パターンを基準に考えると、FFPE 試料はホ

ルマリンで架橋されており立体構造を取っているため泳動パターンが異なること、また、

FFPE 試料を保存している間に RNA が分解しているものと考えられた。 

 

図 5-1 凍結組織(Frozen)と FFPE 試料切片から抽出した RNA の電気泳動パターン 

Frozen FFPE

C L C L

Frozen FFPE

C L C L
[nt]

C：Cerebellum

L：Liver
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 FFPE 試料から RNA を抽出する方法は、市販されている Ambion 社製と キアゲン社製

のプロトコールでは、脱パラフィン後に、プロテアーゼ K で 15 分間処理(Ambion 社製は

56℃、キアゲン社製は 50℃)し、タンパクを加水分解した溶液を、80℃で 15 分間加温する

(脱架橋)。次に、試料を遠心分離することで組織片を沈殿させ、核酸が溶解している上清を

回収する。続いて、上清から核酸をシリカカラム等で回収するという流れである。 

 

一般的な RNA の性質として、高温にさらすことで加水分解することが知られている。そ

こで、プロテアーゼ K 処理の温度を、56℃（図 5-2A）、46℃（図 5-2B）、37℃（図 5-2C）

と 3 条件で処理し、抽出した RNA を電気泳動で比較した。56℃と 46℃では、37℃に比べ

て 28s rRNA（図中、赤矢印）のピークが相対的に低くなっている。プロテアーゼ K 処理

中に RNA の分解が進んだと考えられた。次に、反応温度を 37℃に固定し、反応時間を検

討した。反応時間を 2h（図 5-2D）, 4h（図 5-2E）, 16h（図 5-2F）とし、抽出した RNA

を電気泳動で評価した。その結果、いずれの条件でも、37℃15 分処理条件と比べ 28s rRNA

のピークが高い。 

各抽出条件の特徴を詳しく調べるため、図 5-2 の電気泳動パターンから低分子画（青矢印）

と高分子画分（赤矢印）のピークの高さの比率を計算し、比較した（図 5-3）。56℃15 分処

理では比率が 1 であった。46℃15 分、37℃15 分処理条件では、1.5 前後であった。一方、

2h, 4h, 16h 処理条件では、比率がおよそ 2 まで上がっている。すなわち、長時間処理する

ことで、高分子画分が多く得られるようになったことを示している。メカニズムの解明は

していないが、プロテアーゼ K 処理を長時間行うことで、タンパクの加水分解が進み、長

鎖の核酸分子も溶液中に溶け出すことができるようになったと推測した。 

 

 

図 5-2 FFPE 試料からの RNA 抽出条件検討 

ヒト肺癌組織の FFPE 試料（10μm 厚、1 枚）から、各実験条件のもとに抽出した RNA を電気泳動で評

価した。A ：56℃、15 分間、B：46℃、15 分間、C：37℃、15 分間、D：56℃、2 時間、E：56℃、4 時

間、F：56℃、16 時間 赤矢印：28S rRNA､ 青矢印：低分子画分 

 

A B C

D E F
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図 5-3 低分子画分と高分子画分の比率 

図 5-2 の泳動パターン中の高分子画分（赤矢印）と低分子画分（青矢印）の高さを求め、比率（赤矢印の

高さ/青矢印の高さ）を棒グラフで示した。 

 

Toray 方法(ProK 処理を 37℃、16 時間)と Ambion 社製, キアゲン社製(従来の方法)で、

FFPE 試料から抽出した RNA の電気パターンを図 5-4 に示した。肝臓および小脳の FFPE

試料を作成し、6 ヶ月保管したもの(6m)と 1 年間保管したもの(1y)を用いて比較している。

6 ヶ月保管した肝臓 FFPE 試料由来 RNA の泳動パターンでは、Ambion 社製, キアゲン社

製のプロトコールで抽出した RNA は、全体としてスメアーになっており、100 塩基前後の

低分子 RNA が多く検出されている。Toray 法は、低分子画分は少なく、長鎖の RNA が検

出されている。1 年間保管した肝臓 FFPE 試料から抽出した RNA の泳動パターンは、

Supplier A, B のプロトコールで抽出した RNA は、低分子画分が増えており、RNA の分解

が進んでいる。Toray 法で抽出した RNA は、分解が進んでいるものの、低分子画分が増え

ていない。次に、6 ヶ月保管した小脳 FFPE 試料の結果は、Ambion 社製, キアゲン社製の

抽出方法では、低分子画分が多く検出されている。Toray 法では、1000 塩基前後を中心に

スメアーに検出されており、低分子画分は僅かに検出されている。1 年間保管した小脳

FFPE 試料では、Ambion 社製, キアゲン社製で抽出した RNA では低分子画分が多く検出

され、6 ヶ月保管に比べて、長鎖 RNA が少なくなっている。Toray 法で抽出した RNA で

も 200 塩基前後を中心にスメアーに検出されており、低分子画分も検出されている。 

以上の結果から、FFPE試料は、保存期間によってRNAの分解が進むことが確認された。

なお、組織依存的に分解の速度が変わるかどうかは分からなかった。同一の FFPE 試料か

ら抽出した RNA であっても、抽出方法によって低分子画分の量が異なることから、抽出時

の RNA の分解の程度は、抽出方法に依存していると考えられた。さらに、プロテアーゼ K

処理を低温で、かつ長時間行うことで RNA の分解を抑えつつ、長鎖 RNA の回収率を向上

できることが分かった。 
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図 5-4 保存期間と抽出方法による比較 

Ambion 社製は ProK 処理を 56℃、15 分間、キアゲン社製は ProK 処理を 50℃、15 分間、Toray は、ProK

処理を 37℃、16 時間行った。 

 

b. FFPE 試料から抽出した RNA の増幅 

 

通常、遺伝子発現を DNA チップで解析する場合には、mRNA を増幅させることが行わ

れている。インタクトな RNA 用に用いている Ambion message AMP II(ライフテクノロジ

ーズ)では、100ng の total RNA を、100μg 程度のアミノアリル aRNA に増幅する。100ng

の Total RNA に含まれる mRNA の存在量を 2%(2ng)と仮定すると、増幅倍率は 5 万倍と

計算できる。少ない分子数のmRNAを増幅することによって、検出できるようにしている。

FFPE 試料から抽出した RNA は、抽出方法や保存条件によって程度の差はあるが、RNA

の分解が進み、低分子画分の存在比が大きくなっている。分解の進んだ RNA を、インタク

トと同じ増幅倍率で増幅したところ、実験間で検出結果に大きな差がみられ、再現性の低

い結果となった(データは示さず)。増幅反応の条件を変え、100ng の抽出 RNA から数 μg

の増幅 RNA が得られる程度の増幅倍率に抑えたところ、実験間の再現性が改善された(デ

ータは示さず)。 

 

c. 臨床検体での検証 

 

開発した FFPE 試料解析プロトコールを用いて臨床検体の解析を行った。肺がんの遺伝

A B T A B T A B T A B T

Cerebellum Liver

6m 1y 6m 1y

A B T A B T A B T A B TA B T A B T A B T A B T

Cerebellum Liver

6m 1y 6m 1y
A：Supplier A

B：Supplier B

T：Toray
キアゲン社製 

Ambion 社製 
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子発現解析、及び miRNA 発現解析を対象とした。肺がんの出現頻度は、世界で増加する傾

向にある。肺がんは、悪性となる頻度が高く、発生の初期に検出し処置を施すことが、治

療の観点から重要である。病理診断の過程で FFPE 試料は作製され、保管されている。過

去にさかのぼって症例を探すことができ、処置後の予後情報を得ることができるため、

FFPE 試料から網羅的に遺伝子発現情報及び miRNA の発現情報を得ることができれば、バ

イオマーカー探索あるいはその足がかりとなると考えた。そこで、FFPE 試料から抽出した

RNA を用いて、mRNA および miRNA を解析し、マーカー候補となり得る遺伝子を検出で

きるか試みた。 

 解析には肺腺がんの 4 検体を用い、がん部位とその周辺の正常組織を解析の対象として

用いた(表 5-1)。4 検体のうち、検体番号 14 は遠隔転移した検体である。そのため、検体番

号 14 の遺伝子発現プロファイルが他の検体と異なっている用であれば、転移に関与するマ

ーカー遺伝子を検出できる可能性が示唆されると考えた。 

近年 non cording RNA の一種である miRNA が注目れている。肺がんにおけるかかわり

も研究されており let7 ファミリーや miR-21、miR17-92 クラスターなどの関与が知られて

いる(Lin et al. 2010)。癌種によって報告される miRNA はことなり、肺腺がんでは、発現

が上昇する miRNA として、miR-210、miR-21、miR-31、miR-182、発現が減少する miRNA

として miR-126、miR-145 が報告されている(Guan et al. 2012)。報告されているマーカー

を FFPE 試料から検出できることを評価の指標とした。 

 
表 5-1 使用した検体と臨床情報 
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d. mRNA 発現解析、miRNA 発現解析のスキーム 

 

本研究で行う遺伝子発現解析および miRNA 発現解析のスキームを図 5-5 に示した。凍結

組織の解析データを指標に、FFPE 試料の解析データの品質を評価することを考えた。手術

検体の一部を FFPE 試料とし、残りを凍結保存した。FFPE 試料からの RNA 抽出、凍結組

織からの RNA 抽出は、材料と方法に記述した方法で行った。得られた RNA を二つにわけ、

mRNA の解析と miRNA の解析に用いた。また、検体は、個体差があるため、がん部位

(Tumor)とその周辺部位(NAT: Normal adjacent tissue)のペアで用意し、検体ごとにがん部

位と周辺部位の比較を行い、がん部位で特徴的に変動する遺伝子、あるいは miRNA を検出

することを試みた。 

 

 

図 5-5 FFPE 試料の解析スキーム 

 

e. FFPE 試料から抽出した mRNA の解析 

 

凍結組織から抽出した RNA と FFPE 試料から抽出した RNA を、それぞれ DNA チップ

で検出した(図 5-6)。がん部位(Tumor)及び正常部位(NAT)の凍結組織から抽出した RNA の

遺伝子発現解析結果を、散布図で図 5-6B に示している。多くの遺伝子において、がん部と

正常部で発現変動がみられる。一方、FFPE 試料から抽出した RNA の解析結果を図 5-6A

に示した。がん部位、正常部位の間で、発現変動のあった遺伝子がみられるが、凍結組織
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Tumor/NAT pairs 
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に比べ相関性の高い結果が得られた。凍結組織、及び FFPE 試料から抽出した RNA の実験

からえられた検出シグナル値から変動比 Log2(Tumor/NAT)を算出し、グラフにしたものが

図 5-6C である。相関係数は 0.43 であった。 

FFPE 試料と凍結組織から得られた発現変動比の相関を低下させている原因を探ったと

ころ、FFPE 試料の解析結果においてシグナル強度の低い遺伝子（Tumor および NAT のシ

グナル強度の積が 100 未満）のデータが相関性を低下させていることが分かった。FFPE

試料の解析結果においてシグナル強度の低い遺伝子を除外し、散布図にした結果を図 5-6D、

E に示した。除去した遺伝子は、凍結組織においてもシグナル強度が低い遺伝子が多いこと

が分かる(図 5-6E)。発現変動比を比較すると相関係数は大きく改善し、0.72 となった(図

5-6F)。次に、シグナル強度の積が 100 未満の遺伝子の特徴を調べるため、プローブ配列を

評価した。図 5-7 に、各プローブの mRNA の 3’末端からの距離の分布を示した。シグナ

ル強度の積が 100 以上のプローブ群（図中、赤棒）は、3’末端からの距離が近いプローブ

が集約されている傾向がみられた。一方、シグナル強度の積が 100 未満のプローブ群（図

中、緑棒）は、mRNA の 3’末端からの距離が 500 塩基以上の階級では、赤棒の群と同様

の傾向を示しているが、500 塩基未満の階級において、赤棒の群に比べ頻度が少ない。この

ことから、mRNA の 3’末端からの距離が 500 塩基未満のプローブにおいては、シグナル

強度が高く検出できるが、500 塩基を超えるとシグナル強度が低くなるプローブの比率が上

がってくることがわかる。FFPE 試料から抽出した RNA は、抽出後、既に断片化している

ため、mRNA の 3’末端からの距離が遠いプローブについては、正しい検出結果を得られ

ないと考えられた。すなわち、プローブの設計位置を mRNA の 3’末端近傍に設計できれ

ば、凍結組織のデータとの相関性が向上することが推測された。 

しかし、本データにおいて、3’末端からの距離が 500 塩基未満のプローブのみで、FFPE

試料データと凍結組織データを比較したところ、相関係数は向上しなかった。3’末端から

の距離が 500 塩基未満のプローブであっても、シグナル強度の低いプローブは存在し、そ

れによって相関係数を下げていることが分かった（データは示さず）。プローブ設計位置以

外にも、シグナル強度を低下させる要因があることが推測された。 

以上のように、FFPE 試料においてシグナル強度の低い遺伝子を除去することで、凍結組

織から得られた発現変動比との相関性が向上することが分かった。 
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図 5-6 FFPE 試料から抽出した RNA から得た遺伝子発現解析結果 

A, B, D, E：縦軸、横軸ともに検出したシグナル強度、C, F：縦軸、横軸ともに発現変動比 

 

 

図 5-7 プローブ設計位置の分布 

各プローブの mRNA の 3’末端からの距離を求めた。灰：DNA チップに固定されている全てのプローブ。

赤：シグナル強度の積が 100 以上となったプローブ。緑：シグナル強度の積が 100 未満であったプローブ。 

 

4 検体全てにおいて、凍結組織及び FFPE 試料から抽出した RNA の遺伝子発現を DNA

チップで解析した結果を用い、クラスター解析を行った(図 5-8A)。サンプル間でのクラス
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ター解析から、遠隔転移したサンプルである検体番号 14 のデータが、凍結組織(図 5-8A 中

の Frozen_14T/N)、FFPE 試料(図 5-8A 中の FFPE_14T/N)ともに他の検体のデータとは異

なるプロファイルを持っており、クラスターが分かれている。その他の検体については、

同一検体由来の検出結果が近傍に位置している。このことから、同一検体に由来する凍結

組織及び FFPE 試料の発現変動比は、よく似たプロファイルを示していることが分かる。  

次に、検体番号 14で特徴的に、がん部位で発現レベルが向上した遺伝子群を抜きだした。

図 5-8A 中の黄色で囲った部分が、検体番号 14 でのみ、がん組織において発現量が向上し

ている遺伝子である。抽出した遺伝子群のみで再度クラスター解析した結果を図 5-8B に示

した。抽出された遺伝子が、遠隔性転移に関連している可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5-8 遺伝子発現データのクラスター解析 

遺伝子ごとに log2(Tumor/NAT)を計算し、クラスター解析に用いた。A：DNA チップ実験において、全て

の検体でデータの得られた遺伝子を抽出しクラスター解析した結果。 B：検体番号 14 において発現向上

のみられた遺伝子を抽出しクラスター解析した結果。 

A 
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f. FFPE 試料から抽出した miRNA の解析 

 

次に、凍結組織から抽出した miRNA と FFPE 試料から抽出した miRNA の比較を行っ

た。miRNA の解析は、3D-Gene miRNA oligo chip を用いた。ビーズで撹拌する技術を用

いた高感度 DNA チップであり、感度性能及び精度について Sato et al. (2009)が評価し優れ

ていることを報告している。凍結組織、および FFPE 試料から抽出した total RNA を標識

し、DNA チップで検出した結果を図 5-5 に示す。FFPE 試料から抽出した RNA の miRNA

解析結果は、がん部位と正常部位で発現変動のみられるものがある(図 5-9A)。凍結組織か

ら抽出した RNA の miRNA 解析結果も同様に、発現変動がみられた(図 5-9B)。FFPE試料、

及び凍結組織の検出シグナル値から変動比 Log2(Tumor/NAT)を算出し、グラフにしたもの

が図 5-9C である。相関係数は、0.65 とやや低い値だが、おおむね相関のある結果が得られ

ている。なお、遠隔転移した検体番号 14 は、miRNA データの質が低かったため以降の解

析からは除外した。 
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図 5-9  FFPE 試料から抽出した RNA から得た miRNA 発現解析結果 

 

凍 結 組 織 及 び FFPE 試 料 か ら 抽 出 し た RNA か ら 得 た miRNA の 変 動 比

Log2(Tumor/NAT)をクラスター解析した(図 5-10)。サンプル間のクラスター解析を行った

ところ、凍結組織と FFPE 試料とでクラスターが分かれた(図 5-10A)。これは、図 5-9 で示

されたように、凍結組織と FFPE 試料とで変動比の相関性がやや低いことに原因がある。

FFPE 試料と凍結組織で共通して変動している miRNA を黄枠で囲っている。共通して上昇

している miRNA 群を図 5-10B､共通して減少している miRNA を図 5-10C に示した。Guan 

et al.(2012)が報告されている miRNA のうち、FFPE 試料と凍結組織で共通して検出でき

たのは、miR-21 のみであり、報告どおりがん部位において発現量が上昇していた(表 5-2)。

miR-31, miR-182 は FFPE 試料では検出されていない。miR-210 は、FFPE 試料および凍

結組織ともに大きく変動していない。Guan et al. (2012) が、発現が減少すると報告した

miR-126 と miR-145 は、大きく変動していない。 

FFPE 

Frozen

FrozenFFPE 

Tumor 

NAT 

Tumor

NAT 

B CA 



 73

 

 

図 5-10 miRNA クラスター解析 

A: 変動比 Log2(Tumor/NAT)のクラスター解析、B：全検体で、がん部位共通して上昇している miRNA 、

C：全検体で、がん部位共通して減少している miRNA 
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表 5-2 既知 miRNA マーカー(Guan et al.2012)の変動比 Log2(Tumor/NAT) 

   FFPE    Frozen   

  No13 No16 No17  No13 No16 No17 

hsa-miR-21 2.97 3.05 1.95 1.13 1.75 1.51 

hsa-miR-31 ND ND ND -0.23 -1.05 -0.63 

hsa-miR-182 1.89 ND ND 3.92 2.24 1.72 

hsa-miR-210 0.46 0.34 1.17 0.77 -1.02 -0.23 

    

hsa-miR-126 -0.61 -0.88 0.18 -0.64 0.41 0.24 

hsa-miR-145 0.23 -1.18 -0.16 0.82 -0.72 -0.69 

 ND: not detected     

 

5.4 考察 

 

a. FFPE 試料からのバイオマーカー探索および利用の可能性 

 

病理で用いられるホルマリン固定パラフィン包埋試料は、希な疾患の遺伝子情報の入手

や、長期保存されているため術後の臨床情報が具備されているなど、臨床研究において有

用な検体である。しかし、ホルマリン固定による核酸品質の劣化、長期保存による劣化に

より従来は解析に適さないとされてきた。 

本研究では、従来は困難とされた FFPE 試料からの遺伝子発現解析が、RNA の抽出や増

幅方法を工夫することで可能であることを示した。また、miRNA についても検出可能であ

ることを示した。クロスハイブリとみられる影響はあるものの、肺がんで変動することが

知られている miRNA である miR-21 の変動をとらえることができた。今後、標識技術の改

良を加えることにより精度の高いデータを得ることができるようになると期待できる。 

一方で、網羅的な解析分野において次世代シーケンサーの台頭がめざましい。FFPE 試料

から抽出した RNA においても次世代シーケンサーで実施することが行われている(Shujun 

et al. 2010)。次世代シーケンサーであれば、RNA の分解の影響を受けること無く解析でき

るかもしれない。 

DNA チップを検査・診断ツールとしての活用を考えた場合、FFPE 試料から抽出した

mRNA を解析できたことは意義が大きい。乳がんの予後予測診断ツールとして先行してい

る(Cobleigh et al. 2006)では FFPE 試料から抽出した mRNA を、定量 PCR で分析し、診

断に用いている。同様の技術が DNA チップでもできるようになる可能性が高まったといえ

る。また、miRNA をバイオマーカーとして利用する動きがあり、マーカーの数が数十であ

れば DNA チップの強みを生かせる可能性がある。 
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b. mRNA 発現解析の課題 

 

FFPE 試料から抽出した RNA を DNA チップで解析するにあたり、RNA 増幅時に増幅

倍率を低く抑えることで増幅バイアスを低減させた。しかし、図 5-4C で示したように、

FFPE 試料から得た発現変動比と、凍結組織から得た発現変動比は相関性が劣る。FFPE 試

料から抽出した RNA から得られたシグナル強度データのうち、低いものを除去することで、

発現変動比の相関性が改善することを見いだした。このことは、発現強度の高い遺伝子に

ついては、FFPE 試料から抽出した RNA で解析することができ、バイオマーカー探索可能

であるといえる。一方、発現強度の低い遺伝子については解析対象から除外する必要があ

るため、発現量の低い遺伝子(例えば膜タンパク)などは、探索対象とできない。しかし、プ

ローブの設計位置を mRNA の下流側に再設計することで、一部は改善する可能性がある。 

低発現遺伝子において、FFPE 試料と凍結組織で相関性が低い原因を次のように考えた。

DNA チップ実験では、抽出した RNA を、mRNA の末端に付加されている poly A tail を利

用して、RNA 増幅反応を行う。そのため、完全長の mRNA が多く含まれている場合は反

応性がよく、断片化された mRNA からは短い RNA が増幅されてくる。このため、分解度

の異なるサンプル間を比較するとデータがばらついてしまう。また、発現量の多い遺伝子 A

は(すなわち抽出した RNA 溶液中の分子数が多いことを意味するが)、インタクトな RNA

であれば、RNA 溶液中に含まれる遺伝子 A の mRNA の大多数は完全長であると考えるこ

とができる。FFPE 試料から抽出した RNA 溶液中に含まれる遺伝子 A の mRNA は、不規

則に断片化されているが、mRNA 分子の数が多いため､種々の分子長の RNA 分子が含まれ

ており、場合によっては完全長も含まれているかもしれない。 

一方、発現量の低い遺伝子 B は(すなわち抽出した RNA 溶液中の分子数が少ないことを

意味するが)、インタクトな RNA であれば、RNA 溶液中に含まれる遺伝子 B の mRNA の

大半は完全長であると考えることができる。しかし、FFPE 試料から抽出した RNA 溶液中

に含まれる遺伝子 B の mRNA は、不規則に断片化されている。mRNA の分子数が少ない

ため、完全長の mRNA の分子数はさらに少ないと予想される。 

 上記のように考えると問題解決は難しい。しかし、増幅によって問題が生じるのであれ

ば、DNA チップ実験の前提である RNA 増幅を行わないことで解消できるかもしれない。

例えば、凍結組織あるいは FFPE 試料から抽出した RNA を、適切な長さまで断片化したう

えで、直接標識しハイブリダイゼーションするような方法をとることができるかもしれな

い。RNA の分解度による影響を最小限にできるはずである。ただし、この場合、ハイブリ

ダイゼーションに用いる RNA が少ないため、検出感度を高める必要がある。 

 

c. miRNA 解析の課題 

  

FFPE 試料中の miRNA は分解されにくく安定であるといわれているが(Xi et al. 2007)、
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一方で図 5-5 に示したように凍結組織と FFPE 試料から抽出した RNA で、miRNA の解析

結果の相関性はやや低く、さらにクラスター解析では、凍結組織と FFPE 試料で別のクラ

スターに分けられた(図 5-6)。 

相関性が低い原因は、miRNA 以外の RNA 分子であると推測される。miRNA 自体は短

い RNA 分子であるため、分解や修飾の影響を受けにくい。DNA チップ実験に用いるため

の miRNA 標識は、RNA の末端に T4 RNA ligse によって、1 塩基の蛍光標識済み核酸を結

合させる方法で行われている。すなわち、反応溶液中にある 3’末端に OH 基をもつ RNA の

全てが基質となる。FFPE 試料から抽出した RNA には、リボゾーム RNA や mRNA の分

解物も多く含まれており、これらも同時に標識されることになる。さらにクロスハイブリ

ダイゼーションすることでデータ品質を低下させていると考えられる。検証実験を行って

おり、インタクトな total RNA を加水分解したサンプルを用意し、miRNA を検出したとこ

ろ、データ品質が低下した(データは示さず)。分解した RNA が含まれている溶液中の中か

ら、miRNA だけを標識する技術が必要となる。例えば、DNA チップ上のプローブ DNA

とハイブリダイゼーションした後に標識する方法や、miRNA の特徴に着目する方法が考え

られる。前者は同様の技術が報告されており、DNA チップ基板上のプローブにハイブリダ

イゼーションさせた後、klenow fragment でビオチン標識した dATP を結合させ標識する

方法である(Nelson et al. 2004)。後者は、例えば次のような方法である。miRNA は、5’末

端にリン酸基を持っており、他の RNA 分子および分解した RNA の 5’末端にはリン酸基が

ない。本研究で用いた標識方法は、3’末端側の標識方法を用いているが、5’末端側への標識

方法にすることで、分解 RNA を標識せずに済むと考える。 
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第 6 章 まとめと今後の展望 
 

本研究では、DNA チップの検出感度、及び検出精度を向上させることを目的とした。ビ

ーズでハイブリダイゼーション溶液を撹拌する柱状構造 DNA チップを採用し、基板表面へ

の反応性を高めた修飾オリゴ DNA を用いた。これらの技術を組み合わせ、高感度かつ高精

度に検出できる DNA チップを開発した。感度性能を評価したところ、従来の DNA チップ

に比べ、3 倍程度増加していることが分かった(図 2-5)。また、DNA チップ上にアプライし

検出可能な分子数は 0.6amol であることが分かった。さらに、新規アミノ化オリゴを用い

ることで 0.3amol まで検出できることが示唆された。 

高感度 DNA チップの性能を、出芽酵母を題材に評価した。特異性が高く、反応性のよい

プローブ配列を設計し、高感度酵母チップを開発した。高感度性能を評価するため、

GeneChip との比較実験を行った。過剰発現させたキメラ転写因子によって誘導される遺伝

子の検出を行い、GeneChip に比べ、多くの変動遺伝子を検出でき、高感度であることが確

認できた。また、検出された変動遺伝子は Gene ontology 解析、及び YEASTRACT による

転写因子との関連性の解析により、妥当性の高い遺伝子群であることが分かった。また、

機能未知の転写因子 Sef1 が TCA サイクルに関連している可能性を見いだせた。本方法は、

機能未知の転写因子の働きを調べる方法として利用が期待される。 

Genome Reorganization Technology(GReO)法を開発し、作出した株は、培養中にミニ染

色体が脱落し、様々なゲノム構成を持つ株を得ることができた。さらに、予想していなか

ったミトコンドリアゲノムの増幅、リボソーム RNA 遺伝子領域の増幅も生じていた。GReO

法が、ミニ染色体の脱落だけでなく、その他のゲノム領域に対しても影響を与えることが

示唆された。工業的に有用な株の作出のみならず、ゲノム構成の研究にも有用なツールで

あるといえる。 

以上のように、本研究の目的とした高感度かつ高精度な DNA チップを開発することがで

き、さらに酵母の基礎研究、工業利用に有用なアプリケーションを開発することができた。 

 

本研究のもう一つの目的は、競合技術や従来の DNA チップ技術との差別化できる技術を

開発することである。これまで解析困難であったホルマリン固定パラフィン包埋試料中の

RNA を解析可能とする検討を行い、データの精度に課題は残されているが、解析できるこ

とが分かった。肺腺がんで発現が増加することが知られている miR-21 を検出することがで

きたが、その他の既知マーカーは検出されなかった。今後、検出技術を改善することで、

精度の高いデータを得るようになると考える。 

遺伝子発現解析においては、FFPE 試料から抽出した mRNA を定量 PCR で解析する

OncoTypeDX が市販されている。本研究で、FFPE 試料から抽出した RNA を DNA チップ

で解析できることが示せた。今後、DNA チップ技術は OncoTypeDX と競合できる可能性

が出てきたといえる。 
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私は、網羅的にゲノム情報を解析できる次世代シーケンサーの解析コストが低下、感度

及び精度が向上した場合、網羅的解析 DNA チップと置き換わる可能性があると考える。本

研究では、酵母のmRNA及びゲノムDNAの網羅的な解析、FFPE試料から抽出したmRNA

及び miRNA の網羅的解析技術を開発し実用性を検証した。これらの解析は、次世代シーケ

ンサーでも解析可能な分野である。仮に、次世代シーケンサーが発展を続け、解析コスト

の低下、操作性の向上が実現したときには、DNA チップは網羅的解析ツールではないかも

しれない。その場合、DNA チップは図 1-2 で示した、フォーカストアレイでの活用を見い

だすことになる。フォーカストアレイは、基礎研究用途ではなく検査、診断などの医療分

野、あるいは産業分野での利用となると考える。用途に合わせ、DNA チップの特長を生か

したアプリケーションの開発を進めることになる。 

DNA チップの特長は、検出原理が単純な点である。複雑な装置を使わず、試料から抽出

した核酸を、DNA チップ上のプローブ DNA にハイブリダイゼーションするのみで、単純

に検出することができる。感度、精度では PCR、次世代シーケンサーに劣る可能性はある

が、コスト面、簡便さでは優位性があると考えている。 

本研究を通して、高感度 DNA チップの基本技術を開発できた。今後は PCR や次世代シ

ーケンサーと競合できるプロトコール開発が急務と考える。 
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付表 1 pdr1 による誘導遺伝子の GO 解析 
GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)

response to drug 4  out of 55 genes, 7.2% 36 out of 7292 annotated
genes, 0.4%

0.00016 YOR1 PDR10 PDR16 SNQ2

aldehyde metabolism 3  out of 55 genes, 5.4%
20 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

0.00048 YPL088W CIT2 AAD10

response to water 2  out of 55 genes, 3.6%
8  out of 7292 annotated

genes, 0.1%
0.00171

YJL144W HSP12

response to water

deprivation
2  out of 55 genes, 3.6%

8  out of 7292 annotated

genes, 0.1%
0.00171

YJL144W HSP12

response to desiccation 2  out of 55 genes, 3.6%
8  out of 7292 annotated
genes, 0.1%

0.00171
YJL144W HSP12

response to abiotic stimulus 8  out of 55 genes, 14.5%
314 out o f 7292  annotated
genes, 4.3% 0.00235

YOR1 PDR10 PDR16 YJL144W SNQ2
RPN4 HSP82 HSP12

response to stimulus 11 out of 55 genes, 20%
593 out o f 7292  annotated
genes, 8.1%

0.00428
GRE2 YOR1 PDR10 HSP30 PDR16
YJL144W SNQ2 HIM1 RPN4 HSP82
HSP12

carboxylic acid transport 3  out of 55 genes, 5.4% 50 out of 7292 annotated
genes, 0.6%

0.00648
BTN2 ADY2 SFC1

organic acid transport 3  out of 55 genes, 5.4%
51 out of 7292 annotated

genes, 0.6%
0.00684

BTN2 ADY2 SFC1

response to chemical

stimulus
6  out of 55 genes, 10.9%

233 out o f 7292  annotated

genes, 3.1%
0.00808

YOR1 PDR10 PDR16 SNQ2 RPN4
HSP12

protein amino acid
dephosphorylation 2  out of 55 genes, 3.6%

27 out of 7292 annotated
genes, 0.3% 0.01787

RTS3 GIP2

glutamine family amino acid
biosynthesis

2  out of 55 genes, 3.6%
27 out of 7292 annotated
genes, 0.3%

0.01787
ARG5,6 CIT2

regulation of pH 2  out of 55 genes, 3.6%
28 out of 7292 annotated
genes, 0.3% 0.01913

BTN2 PMA2

dephosphorylation 2  out of 55 genes, 3.6%
36 out of 7292 annotated
genes, 0.4% 0.03044

RTS3 GIP2

glutamine family amino acid
metabolism

2  out of 55 genes, 3.6%
43 out of 7292 annotated
genes, 0.5%

0.04202
ARG5,6 CIT2

 
 

付表 3 put3 による誘導遺伝子の GO 解析 

GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)
proline catabolism 3  out of 44 genes, 6.8% 4  out of 7292 annotated

genes, 0.0%

2.14E-06 PUT1 PUT4 PUT2

glutamine family amino acid

metabolism

5  out of 44 genes, 11.3% 43 out of 7292 annotated

genes, 0.5%

6.39E-06 PUT1 PUT4 PUT2 IDP2  ARG3

proline metabolism 3  out of 44 genes, 6.8% 7  out of 7292 annotated
genes, 0.0%

1.13E-05 PUT1 PUT4 PUT2

glutamine family amino acid
biosynthesis

4  out of 44 genes, 9.0% 27 out of 7292 annotated
genes, 0.3%

2.26E-05 PUT1 PUT2 IDP2 ARG3

amino  acid biosynthesis 6  out of 44 genes, 13.6% 103 out o f 7292  annotated
genes, 1.4%

3.53E-05 PUT1 ALD3 PUT2 IDP2 AGX1 ARG3

amine  catabo lism 4  out of 44 genes, 9.0% 31 out of 7292 annotated
genes, 0.4%

3.87E-05 PUT1 PUT4 ALD3 PUT2

nitrogen compound
catabolism

4  out of 44 genes, 9.0% 31 out of 7292 annotated
genes, 0.4%

3.87E-05 PUT1 PUT4 ALD3 PUT2

nitrogen compound
biosynthesis

6  out of 44 genes, 13.6% 112 out o f 7292  annotated
genes, 1.5%

5.61E-05 PUT1 ALD3 PUT2 IDP2 AGX1 ARG3

amine  biosynthesis 6  out of 44 genes, 13.6% 112 out o f 7292  annotated
genes, 1.5%

5.61E-05 PUT1 ALD3 PUT2 IDP2 AGX1 ARG3

proline catabolism to
glutamate

2  out of 44 genes, 4.5% 2  out of 7292 annotated
genes, 0.0%

7.06E-05 PUT1 PUT2

glutamine family amino acid

catabolism

3  out of 44 genes, 6.8% 13 out of 7292 annotated

genes, 0.1%

7.10E-05 PUT1 PUT4 PUT2

glutamate biosynthesis 3  out of 44 genes, 6.8% 13 out of 7292 annotated
genes, 0.1%

7.10E-05 PUT1 PUT2 IDP2

organic acid metabolism 9  out of 44 genes, 20.4% 305 out o f 7292  annotated
genes, 4.1%

7.32E-05 PUT1 PUT4 ALD3 PUT2 IDP2 FUM1
FBP1 AGX1 ARG3

carboxylic acid metabo lism 9  out of 44 genes, 20.4% 305 out o f 7292  annotated
genes, 4.1%

7.32E-05 PUT1 PUT4 ALD3 PUT2 IDP2 FUM1
FBP1 AGX1 ARG3

nitrogen compound
metabolism

8  out of 44 genes, 18.1% 241 out o f 7292  annotated
genes, 3.3%

8.69E-05 PUT1 PUT4 ALD3 PUT2 IDP2 ATO2
AGX1 ARG3

amino  acid metabolism 7  out of 44 genes, 15.9% 184 out o f 7292  annotated
genes, 2.5%

0.0001 PUT1 PUT4 ALD3 PUT2 IDP2 AGX1
ARG3

glutamate metabolism 3  out of 44 genes, 6.8% 16 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

0.00013 PUT1 PUT2 IDP2
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付表 3 sef1 による誘導遺伝子の GO 解析 

GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)

tricarboxylic acid cycle
intermediate metabolism

5 out of 31 genes, 16.1%
19 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

1.92E-08 FUM1 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2

main pathways o f
carbohydrate metabolism

6 out of 31 genes, 19.3% 73 out of 7292 annotated
genes, 1.0%

5.97E-07 FUM1 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2 MLS1

glutamate metabolism 4 out of 31 genes, 12.9%
16 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

6.95E-07 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2

propionate metabolism 3 out of 31 genes, 9.6%
5  out of 7292 annotated

genes, 0.0%
1.42E-06 PDR12 PDH1 ACO1

carboxylic acid metabo lism 9 out of 31 genes, 29.0%
305 out o f 7292  annotated
genes, 4.1%

3.40E-06
PDR12 PDH1 FUM1 IDP2 IDH2 ACO1
AAT2 MLS1 PEX11

organic acid metabolism 9 out of 31 genes, 29.0%
305 out o f 7292  annotated
genes, 4.1% 3.40E-06

PDR12 PDH1 FUM1 IDP2 IDH2 ACO1
AAT2 MLS1 PEX11

glutamate biosynthesis 3  out of 31 genes, 9.6%
13 out of 7292 annotated
genes, 0.1%

2.45E-05 IDP2 IDH2 ACO1

glutamine family amino acid
metabolism 4 out of 31 genes, 12.9%

43 out of 7292 annotated
genes, 0.5% 3.34E-05 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2

acetyl-CoA catabolism 3 out of 31 genes, 9.6%
15 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

3.74E-05 FUM1 IDH2 ACO1

tricarboxylic acid cycle 3  out of 31 genes, 9.6% 15 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

3.74E-05 FUM1 IDH2 ACO1

generation of precursor
metabolites and energy

7  out of 31 genes, 22.5%
233 out o f 7292  annotated
genes, 3.1%

4.54E-05
FUM1 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2 MLS1
TAZ1

coenzyme catabolism 3 out of 31 genes, 9.6% 17 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

5.42E-05 FUM1 IDH2 ACO1

cofactor catabolism 3 out of 31 genes, 9.6%
18 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

6.41E-05 FUM1 IDH2 ACO1

acetyl-CoA metabolism 3 out of 31 genes, 9.6%
20 out of 7292 annotated

genes, 0.2%
8.75E-05 FUM1 IDH2 ACO1

energy derivation by
oxidation of organic
compounds

6  out of 31 genes, 19.3%
195 out o f 7292  annotated

genes, 2.6%
0.00015 FUM1 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2 MLS1

cellular carbohydrate
metabolism 6 out of 31 genes, 19.3%

207 out o f 7292  annotated
genes, 2.8% 0.0002 FUM1 IDP2 IDH2 ACO1 AAT2 MLS1  

付表 4 lys14 による誘導遺伝子の GO 解析 

GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)

lysine metabolism 7 out of 146 genes, 4.7%
9  out of 7292 annotated
genes, 0.1%

9.10E-10
LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
LYS4

lysine biosynthesis 7  out of 146 genes, 4.7% 9  out of 7292 annotated
genes, 0.1%

9.10E-10 LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
LYS4

aspartate family amino ac id

biosynthesis
8  out of 146 genes, 5.4%

19 out of 7292 annotated

genes, 0.2%
6.50E-09

LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21

MET1 LYS4
lysine biosynthesis via

aminoadipic acid
6  out of 146 genes, 4.1%

8  out of 7292 annotated

genes, 0.1%
1.85E-08 LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS21 LYS4

amino acid biosynthesis 12 out of 146 genes, 8 .2%
103 out o f 7292  annotated
genes, 1.4%

1.35E-06
LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4 CIT2 ALD2 SER33 PRS5

amine  biosynthesis 12 out of 146 genes, 8 .2%
112 out o f 7292  annotated
genes, 1.5%

3.16E-06
LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4 CIT2 ALD2 SER33 PRS5

nitrogen compound
biosynthesis 12 out of 146 genes, 8 .2%

112 out o f 7292  annotated
genes, 1.5% 3.16E-06

LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4 CIT2 ALD2 SER33 PRS5

carboxylic acid metabo lism 20 out of 146 genes, 13.6%
305 out o f 7292  annotated

genes, 4.1%
3.38E-06

LYS9 LYS2 PEX11 LYS1 LYS20 LYS12
LYS21 MET1 LYS4 CIT2 UBP14 ARO8

ALD2 SER33 B IO3 DLD3 PRS5 UGA2
BIO4 FBP1

organic acid metabolism 20 out of 146 genes, 13.6%
305 out o f 7292  annotated

genes, 4.1%
3.38E-06

LYS9 LYS2 PEX11 LYS1 LYS20 LYS12
LYS21 MET1 LYS4 CIT2 UBP14 ARO8

ALD2 SER33 B IO3 DLD3 PRS5 UGA2
BIO4 FBP1

aspartate family amino ac id
metabolism

8 out of 146 genes, 5.4% 45 out of 7292 annotated
genes, 0.6%

4.16E-06 LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4

amino acid metabolism 14 out of 146 genes, 9 .5% 184 out o f 7292  annotated
genes, 2.5%

2.25E-05
LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4 CIT2 ARO8 ALD2 SER33
PRS5 UGA2

amine  metabo lism 15 out of 146 genes, 10.2%
223 out o f 7292  annotated
genes, 3.0% 4.64E-05

LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21

MET1 LYS4 CIT2 ARO8 ALD2 SER33
PRS5 DAL2 UGA2

amino acid and derivative

metabolism
14 out of 146 genes, 9 .5%

200 out o f 7292  annotated

genes, 2.7%
5.52E-05

LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4 CIT2 ARO8 ALD2 SER33
PRS5 UGA2

nitrogen compound
metabolism

15 out of 146 genes, 10.2%
241 out o f 7292  annotated
genes, 3.3%

0.0001
LYS9 LYS2 LYS1 LYS20 LYS12 LYS21
MET1 LYS4 CIT2 ARO8 ALD2 SER33
PRS5 DAL2 UGA2

hexose transport 4  out of 146 genes, 2.7%
19 out of 7292 annotated
genes, 0.2%

0.00062 HXT4 HXT1 HXT10 HXT8  
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付表 5 oaf1 による誘導遺伝子の GO 解析 

GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)

fatty acid oxidation 7  out of 271 genes, 2.5% 11 out of 7287 annotated
genes, 0.1%

2.48E-07  FOX2 ECI1 POX1 MDH3 TES1 POT1
PEX11

fatty acid metabolism 11 out of 271 genes, 4 .0%
46 out of 7287 annotated
genes, 0.6%

1.67E-06
FOX2 ELO1 SCS7 ECI1 POX1 MDH3
TES1 POT1 EHT1 PEX11 SPS19

fatty acid beta-oxidation 5  out of 271 genes, 1.8%
9  out of 7287 annotated

genes, 0.1%
2.56E-05 FOX2 ECI1 POX1 MDH3 POT1

lipid metabolism 23 out of 271 genes, 8 .4% 233 out o f 7287  annotated
genes, 3.1%

2.60E-05

FOX2 RSB1 SFK1 YPC1 ELO1 FAA2
ERG1 SCS7 ECI1 POX1 ERG3 MDH3
TES1 IZH1 POT1 HMG1 EHT1 PEX11
ARE2 LCB1 SPS19 SWH1 PLB1

vitamin metabolism 12 out of 271 genes, 4 .4%
78 out of 7287 annotated
genes, 1.0%

4.52E-05
SNO3 MDH3 YAT1 ZWF1 SNZ3 CAT2
GND2 THI2 BNA2 YOR356W RIB4
SNZ2

water-so luble vitamin
metabolism 12 out of 271 genes, 4 .4%

78 out of 7287 annotated
genes, 1.0% 4.52E-05

SNO3 MDH3 YAT1 ZWF1 SNZ3 CAT2
GND2 THI2 BNA2 YOR356W RIB4
SNZ2

carboxylic acid metabo lism 26 out of 271 genes, 9 .5%
305 out o f 7287  annotated

genes, 4.1%
8.75E-05

FBP1 FOX2 ICL1 IDP2 ELO1 AGX1

SCS7 ECI1 POX1 MDH3 TES1 POT1
MDH2 EHT1 PEX11 MET13 YAT1 CAT2
PDR12 PUT4 LYS1 PUT1 YIL168W
SPS19 ALD3 PUT2

organic acid metabolism 26 out of 271 genes, 9 .5%
305 out o f 7287  annotated
genes, 4.1%

8.75E-05

FBP1 FOX2 ICL1 IDP2 ELO1 AGX1
SCS7 ECI1 POX1 MDH3 TES1 POT1
MDH2 EHT1 PEX11 MET13 YAT1 CAT2
PDR12 PUT4 LYS1 PUT1 YIL168W

SPS19 ALD3 PUT2

cellular lipid metabolism 21 out of 271 genes, 7 .7%
220 out o f 7287  annotated

genes, 3.0%
9.36E-05

FOX2 RSB1 SFK1 YPC1 ELO1 ERG1
SCS7 ECI1 POX1 ERG3 MDH3 TES1

POT1 HMG1 EHT1 PEX11 ARE2 LCB1
SPS19 SWH1 PLB1  

 

付表 6 Pip2 による誘導遺伝子の GO 解析 
GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)

organic acid metabolism 28 out of 277 genes, 10.1%
305 out o f 7287  annotated
genes, 4.1%

1.88E-05

POT1 FOX2 SPS19 POX1 MDH2 CAT2
MDH3 FBP1 LYS1 GLN1 TES1 YAT1
CIT2 MET13  MET2 CEM1 EEB1 CYS3

HIS7 AGX1 PYK2 CAR1 BIO3 MAE1
MET1 ILV6 SCS7 VHR1

carboxylic acid metabo lism 28 out of 277 genes, 10.1%
305 out o f 7287  annotated
genes, 4.1% 1.88E-05

POT1 FOX2 SPS19 POX1 MDH2 CAT2

MDH3 FBP1 LYS1 GLN1 TES1 YAT1
CIT2 MET13  MET2 CEM1 EEB1 CYS3
HIS7 AGX1 PYK2 CAR1 BIO3 MAE1
MET1 ILV6 SCS7 VHR1

fatty acid oxidation 5  out of 277 genes, 1.8%
11 out of 7287 annotated

genes, 0.1%
7.30E-05 POT1 FOX2 POX1 MDH3 TES1

fatty acid metabolism 9 out of 277 genes, 3.2%
46 out of 7287 annotated

genes, 0.6%
8.12E-05

POT1 FOX2 SPS19 POX1 MDH3 TES1

CEM1 EEB1 SCS7
water-so luble vitamin
metabolism

11 out of 277 genes, 3 .9%
78 out of 7287 annotated
genes, 1.0%

0.00023
CAT2 MDH3 ZWF1 SNO1 THI12 YAT1
BNA2 YOR356W BIO3 GND2 VHR1

vitamin metabolism 11 out of 277 genes, 3 .9%
78 out of 7287 annotated
genes, 1.0%

0.00023
CAT2 MDH3 ZWF1 SNO1 THI12 YAT1
BNA2 YOR356W BIO3 GND2 VHR1

fatty acid beta-oxidation 4  out of 277 genes, 1.4%
9  out of 7287 annotated
genes, 0.1% 0.00042 POT1 FOX2 POX1 MDH3  

 

付表 7 cat8 による誘導遺伝子の GO 解析 

GO_term Frequency Genome Frequency Probability Gene(s)

carbohydrate metabolism 14 out of 169 genes, 8 .2%
228 out o f 7287  annotated

genes, 3.1%
0.00094

AMS1 CIT2 GDB1 ARA1 DOG2 YPR1
GRE3 SHC1 STD1 GID8 TPS3 MSS11
GID7 ICL1

intracellular sequestering o f
iron ion

2  out of 169 genes, 1.1%
2  out of 7287 annotated
genes, 0.0%

0.00103 SSQ1 SMF3

sequeste ring of metal ion 2  out of 169 genes, 1.1%
2  out of 7287 annotated
genes, 0.0%

0.00103 SSQ1 SMF3

cellular carbohydrate
metabolism

12 out of 169 genes, 7 .1%
208 out o f 7287  annotated
genes, 2.8%

0.00358
CIT2 GDB1 DOG2 YPR1 GRE3 SHC1
STD1 GID8 TPS3 MSS11 GID7 ICL1  
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付表 8 高感度酵母チップで検出した発現誘導された遺伝子と転写因子の関連性 

転写因子 変動遺伝子 既知遺伝子 予測遺伝子 

既知遺伝子、予測遺伝子

から重複を除いた遺伝

子数(%) 

pdr1 55 35/55 26/55 35/55 (64%) 

put3 44 6/44 15/44 18/44 (41%) 

sef1 31 0/31 0/31 0/31 (0%) 

lys14 146 4/146 17/146 20/146 (14%) 

oaf1 271 55/271 31/271 69/271 (25%) 

pip2 277 27/277 26/277 41/277 (15%) 

cat8 169 7/169 14/169 18/169 (11%) 

 

付表 9 GeneChip で検出した発現誘導された遺伝子と転写因子の関連性 

  変動遺伝子 既知遺伝子 予測遺伝子 

既知遺伝子、予測遺伝子

から重複を除いた遺伝

子数(%) 

pdr1 25 18/25 11/25 20/25(80%) 

put3 17 2/17 5/17 7/17 (41%) 

sef1 21 0/21 0/21 0/21 (0%) 

lys14 50 4/50 9/50 11/50(22%) 

oaf1 59 9/59 7/59 15/59(25%) 

pip2 48 5/48 5/48 10/48(21%) 

cat8 110 3/110 6/110 6/110(6%) 

 

 


