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状況を定期的にまとめて抽出し考察できるように

する.

システムの試運転と使用機器の基本的な操作技術の習

得を目的に,192人の末梢白血球 由来ゲノム11を剛 ､て,

その811カ所のマイクロサテライトマーカー (ABI)21

を解析した (その詳細については本研究会の福島らの発

表をお聞きTさい).ゲノムや PeR 反応液 の分注は全

てBiomek2000(BeckmanCoulter)を開いた.PCR

装置は,96穴プレー トが 1枚あるいは384穴プレー ト

が 2枚七t:･JトできるGenpAmpPCR System 9700

(ABI)を使用した.PCR増幅後のマ イクロサテライト

マーカーの分離には.16本キヤピラリー の電気泳動シ

ステムを備えた.ABIPRIShl･13100GenetieAna-

1yzer(ABl日 以下3100と略記)を用いた.3100によ

る7ラグメントデーターは全て BioLimsデータベー

莱 (AB王)にイントラネットワ-夕を介して自動転送さ

れ保管されるシステムになっている.フラグメントの正

確な遺伝子型解析には GeneN:lApper(ABI)を使用

した.

4/9から6/29の12週間で,192ゲノム811カ所のマ

イクロサテライトマーカー全ての PCR (計 155,712反

応),及び3100で電気泳動を終えた,1カ所のマイクロ

サテラ イトマーカーの 多型解析に 25ng の ゲ ノム

DNA を用いたため,1検体811カ所のマイクロサテラ

イトマーカーを調べるのに的,i)0,3/Lgのゲノム DNA

を使用 したことになる,現在 フラグメ ン ト解析 を

GeneMapperで詳細に行ない,ミス反応の割合及びサ

ンプル DNA の品質チ､ソク,追加マーカーのプラ1'て-

設計,分析室の作業環境の見直 し,並びに SNPs解析

の戦略を練って本格稼動に備えている.

本研究会では主に当施設におけるゲノム網羅的な解析

システムの概略を述べ,システム のフラグメント解析

までの能率を中心に紹介する,

i)神経内科の弧発性筋萎縮性側索硬化症 (A‰s)患

者と正常コントロール群の計 192ゲノム.

2)ヒト染色体を約5cM 間隔でカバ-している.

5;17

ll)悪性脳腫鳴症例の遺伝子発現プロファイル

解析
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DNA アレイ法は遺伝子を包括的に検索で きる技術

として登場 し,ポストゲノム時代を担うものと考えられ

ている.この技術を開いた遺伝子発現プロファイルから

歴藤の発生や進展機序が解明され,生物学的悪性度の診

断や治療法に射する感受性,予後の推測に応用されるも

のと考えられる.脳腫癌には数種の組織型が知られてお

り,その組織型によって化学療法に対する感受性,予後

は異なることが知られている.今回我利 ま,脳腺癌から

摘出した組織サ ンプルにおける,遺伝子発現の欄遠を

eDNAexpressionarraI,法を用いて評価 した.01igo-

dendroglioma,glioblastoma,脳同党 malignant

lymphoma,比較対照として正常脳組織のサ ンプルを

用いた.CDNAaTTay法を開いた解析によって,化学

療法に対する感受性に関わる遺伝子群を推測できる可能

性が示された.

12) 腎疾患 にお ける GeneChipTM に よる発現

遺伝子の解析
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【日的】腎疾患の病態形成に関与する遺伝子党規の

体系的なプロファイリングを目的 として,巣状糸球体

硬化症 (FGS)および微少変化型ネフロ-ゼ症候群

(MCNS)患者の末梢血単核球あるいはラット抗基底

膜抗体腎炎の腎での発現遺伝子を Affym哲tTix社製

GeneChipTllをF恥 ､て解析 した.

[方法】文書による同意を得た後,F(1S患者 1名,

MCNS患者 2名の計3名から末梢血単機球を採取 した.

また抗ラット腎糸球体基底膜血清をラツ吊こ静注し,静

注後 ま日日,3日凱 7日田で各々2匹から腎を採取 し

た.対照として,健常人末梢血単核球あるいは免疫前ウ

サギ血清を静注 したラット腎を用いた.末梢血単横球お

よびラット腎から mRNA を柚LL1-日ノ,T7-oligodT

をプライマーとして cT)NA を合成した.次に invitro

transeript･ion法によりビオチ ン化 eRNA を合成 し
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て Affym如ix社 GeneChipTM にアプライし,hy-

bridizationsystem,FluidicusStation(washing-

stainingsystem)および GeneArraySeannerを

用いて解析をおこなった.

【結果】2例の MCNS患者で共通して3倍以上党規

増強が認められた遺伝子は,情報伝達物質.各種 Ⅰ･ibo-

sonlalRNAやサイトカインなど27種籾,また FGS

患者 1例とも共通したものが14種類認められた∴一方.

ラット抗基底膜抗体腎炎では.2匹とも対照よi)6倍以

1二の発現強度を持つ遺伝子を解析したところ,1日目で

は4種類の遺伝子にのみ発現増強が認められ,それらは

転写因子,免疫グロブリンC領域の他.未知の遺伝子 2

種籾であった.3l二日]には38種類の遺伝子に6倍lTH二の

党規増強が認められ.各棟サ イトカインやケモカ イン,

霧由分解酵素や炎症性蛋白,情報伝達物質の健,栄知の

遺伝子5種類が認められた.7日日には15種類の遺伝子

で発現増強が認められヲ蛋白分解酵素や炎症性蛋由など

の他.細胞外基質と思われる未知の遺伝子など4使頬が

認められた.

E考察】G哲neChipTM を断 ､ることにより,一度に的

かかわる発現遺伝子の体系的,経時的な変化の解析や,

病態に関与する遺伝子の同定に秘めて有用であると思わ

れた.

13ト未熟卵子の体外成熟 を 卜川'.)と した FSH受

容体遺伝子導 入による遺伝子治療 の基礎 的

検討

:三L･.::- 一･二.:L ∴ 主 上 ㍉:I:i.-ii.I:;:

【H的】未熟卵子を体外で成熟させ受精させることが

できれば,不妊治療に大きな進歩がもたらされるものと

思われる,その方法として卵胞内での状態に近付けるた

めに,鞘粒膜細胞との共培養することが試みられている

が.初代培養黙粒膜細胞は培養散Elで FSH 受客体

(FSI･･iR)発現が消失しその機能を失うため,効果は少

ないと考えられる.そこで FSHR遺伝子を導入し党規

させることにより機能を保たせた額乾膜細胞と共培養す

ることにより,未熟卵子を成熟させることを目的とした

遺伝子治療の基礎的検討を行った.

【方法】diethylstilbestrolにて刺激した幼若雌ラッ

トから抑粒膜細胞を採取,培養開始時および数日後に 1

25Ⅰ-FSH を用いたパ インデ でンゲアッセイ法によi)

FSHR 散を,また FSH刺激によるE2産生能を測定

した.ヒトFSHR遺伝子をアデノウイルスベクターに

組み込んだ組換えアデ ノr)イルス (Ad-FSIiR)を作

皮,MO110にて輔粒膜細胞に導入し,FSI･･IR 数,E2

産生能を測定した.

【成績】培養開始時の鞘粒膜細胞では,FSIIR 数は

6071士719/cellであi),FSH 刺激により E22865

pg/ml産生された.培養3日目の FSHR数は2390±

1011/cell.E2産生は382pg/mlと減少し,培茸7日

目には FSHR はほとんど消失し,E2産生も測定感度

汁.Fとなった∴-一万,Ad-FSHR導入額粒膜細胞では,

培養3L=iで FSHR数は6752± 76/cell,E2産生は

1310pg/mlと未導入細胞を比較して増加し,培養7[】

臼においても FSHR 散が 1851±385/cellの党規を

認め.E2産生は365pg/mlであった.

【考察】FSHR遺伝子を初代培養輔粒膜細胞に導入

することにより.減少した FSHR を再び発現 させ.

FSH刺激に対する反応性を凹復させることができたこ

とよi).FSH導入種粒膜細胞との共培養が,未熟卵了-

の体外成熟に有用であることが期待される.
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腎臓への遺伝子導入法の確立は.腎疾患の新しい治療

手段として期待されている.これまで,nonviralvec -

tors(ポリプレックス,リボプレ･ソクス)を用いて,経

腎動脈的.程尿管的.程腎志的ル･-トから腎へアプロー

チする方法が開発され,糸球体,尿細管,間質線維芽細

過性で4週間未満である.私達は,ラットの尿細管周囲

毛細血管をクーゲ､ソトとして,経腎静脈的アプローチに

より,逆行性に左腎に nakedDNA を注射して,腎毒使

を起こさずに,尿細管同国毛細血管内皮に遺伝子 (PCA

GGS-1acZ)を導入することに成功 Lた.造血効果と

いう生理活性のあるエリスロポエチン発現遺伝子 (pC


