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緒言 ： 生命とは 自己複製 する化学反応 の 系であ り、その基本単位 は細胞で

ある。生命を正 し く理解 する為 に は、生 きてい る個 々 の細胞 内で行われて

い る 複雑で早 い化学 反応 を、あ りのまま正確 にモ ニ タ
ー

する新技術の 開発

が必 要 不 可欠で ある。そう した試 みの
一

つ として、我 々 は、公開 され てい

る文 献情報か ら 各遺伝子産物 聞の相 関関係 を f’測 し、そこか らゲ ノム ネ ッ

トワ ークを類推 するデ
ー

タマ イニ ン グ法 を開発 してきた。今 回は、細胞死

誘導サ イ トカ イ ン の 一
種 であ る TR 組 L 下流 にあ るアポ ト

ー
シ ス 関連遺伝

子誘 導ネ ッ トワ ーク をモ デル 系 と して実験 を行 っ た。siRNA によ りTRAIL
ド流の シグナ ル 伝達に関 わ る 各ス テ ッ プの遺伝子発現 を抑制 して、その効

果に依 っ て、情報伝達経路 に どの 因子が、どの 程度寄与 して い るの か、細

胞 蛍光画像タ イム ラ ッ プス ビ デオ イメ ージ を取得 して、数学的に解析す る

試 みを行 っ た。また、時 系列 デ
ー

タ
ーの精度 を H．げるた め光分解性ケ

ー一
ジ

化合物に よ る修 飾DNAIRNA の作製 も試み てい る。
結果 ；

コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

で予想 した、TRAIL 刺激下 流で 活性化 する転写因 子

に よ F
）レポ ー

タ
ー
遺伝子 d2EGFP が 発現 する系 を構築 し、その蛍光強度の

変化 を 24 時 間以上 に亘 っ て
一

細胞 毎に自動取得 する
一

連 の データー取得

シ ス テム の構築 に成 功した。EGFP 遺伝子DNA に光分解性 ケ
ー

ジ修飾 を施

した後、生細胞 内で光刺激 によ り修 飾を解除す る事 に成功 した．

マ イ ク ロ ア レ イ技術の 発達に よ り、遺伝子疾患、サ ブタ イプ診断な どテ ー
ラ
ー

メイ ド医療 へ の 応用 が 期待され るなか 、膨大な数の遺伝子発現量を ど

の ように絞 り込むか が重要で あ る。また、多くの 遺伝子疾患は 複数の 要因

に よ っ て 引 i起 こさ れ るため 、複数の 遺伝于セ ッ トに よ る診断が 望ま しい

が、現在遺伝子 セ ッ トに対 し、p値を 出 す 方法 が な い 。そ こで 、遺伝的ア ル

ゴ リズム とパ ーミ ュ テーシ ョ ン テス トを組み 合わ せ た 手法を 提案する 。こ

れに よ り、多重性 を考慮 したρ値を 求め る こ とが 期待で きる。この 手法を 用
い て 、軟部腫瘍の サブタイプの ひ とつ で 、診断が 困難で ある 悪性線維性組

織球 腫の 多形型 と粘液型 の 判別 を 目的 とした 遺伝子発現 量 解析に応 用 し

た。デ
ー

タは、A∬｝
・nletrix ＊十．の GcncChip　UISSA を使い 多形型20症例、粘

液型 15症例 の計35症 例を用 い た。これか ら観測 した 22215遺伝f か ら遺伝
子 発現 の シ グナル の 最大 と最小 の差が 500D 以上 で、且 つ 、シ グナ ル が 検出

可能な もの だけに絞 る こ とで 、1971遣伝子が 抽出され た 。これ を、我 々 の

提案す る解杤手法を用い る こ と で、単一で 最も判別率が 高い 遺伝子で あ る

MIF との 組合せ として、1〔ZGAPI、　HSMIA な どの 遺伝子が 抽出 された 、ま

た、MfF とは別 にABR とSI θ（JAI ヨの よ うな 組合せ も抽出 した。本手法 で は、
その 組合せ に対し、お よ そ、p ；e．e5 に近い 値が 出る こ と を確認 した。今

回 は ．二 遺伝壬 に対して 行 っ た が 、将来的に は例 えば十遺伝子に 対す る解

析な ど もこ の 手法 を用い る こ と で、現実的な時間で 終え る こ とが期待で き

る，．
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近年の オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドマ イク ロ ア レ イの 高密度化 に よ り、ゲ ノム 全体

を均
一

に カバ ー
する よ うな タ イ リン グア レ イを設 計す る こ とが可能に な っ

て き た。この よ うなタ イ リン グア レ イを用い た変異解析 は、ノ ン コ
ー

デ ィ

ン グ領域 や プ ロ モ ータ領域 を含め た 全ゲノ ム の 多型 を既 存の 遺伝 子解析の

手法に 比べ て非常 に 簡便 か つ 高速に 検 出で きる とい う大 きな利点が あ り、
さ ま ざ まな応 用 が期待さ れ て い る。
本研究で は、大腸 菌の 全塩基 配列を

一
塩基 レ ペ ル で カパ ー

す る だけで な

く、各塩基 の 置換に対応する プロ
ーブをデザ イン した タ イ リン グア レ イを

設 計 し、また 、各 プロ
ーブの 結合 エ ネ ル ギ ー

の 物理モ デル に 基づ い た 高精

度な解析アル ゴ リズム の 開発を行 っ た。この 手法を用い た 変異解析 の 結 果、
同 じ株 の DNA か ら パ イ ロ シ ーケ ン ス 法 を用 い て 求 めた ドラ フ ト配列 との

比較 に お い て 、検出され た変異が 99％の精度で
一

致する こ とを確認 し た。
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【巨的 1Af昏
・
nletrix 社 の GeneGh 中な どの オ リゴ ヌ ク レオ チ ドア レイ は 、多

種の DNNRNA の 定量 法 と し て広 く用 い られ て い る。しか し こ の系 で は、プ
ロ
ー

ブの配 列 と完全 に相 補 でな い 非 特 異 的 な ターゲ ッ トとの ハ イ ブ リダ イ

ゼーシ ョ ン 反応が 不 可 避で あ り、それ に よ る シグナ ル が 解 析 精度 を落 とす

主因 とな っ て い る。そ こ で本 研 究 で は、その 非 特異 的 な ターゲ ッ トに よ る

シ グナル を プロ
ー
ブ の塩基配 列 か ら 高精度に 予 測 す るア ル ゴ リズム を 構築

した。
【方法、結 果】サ ン プル 中の 様 tt な 配列 のDNAIRNA タ

ー
ゲッ トと、基 盤 上

のプ ロ
ー

ブ との 非特異 的 ハ イ ブ リダイ ゼ
ー

シ ョ ン を、仮 想 的 な 複 数 の タ ー
ゲ ッ トとプ ロ

ー
ブの 平 衡反 応 と し て モ デル 化 した ．実 験 デ

ー
タ と し て、

A 衂 metrix 社 の ITuman 　Exon 　Ai’ray 上に存在 す る、　Hum ≡ln ゲ ノム ．．1：に 存 在

しな い 配列 を持つ ラン ダム プ ロ
ー

ブの シ グナ ル を 利 用 した 。この プ ロ
ー

ブ

では 、得 ら れた シ グナル の 全て が 非特異 的 ハ イ ブ リ ダイゼ
ー

シ ョ ン に 起 因

す る もの と考 えられ る。こ の デ
ー

タ を基に 、仮想的 タ
ー

ゲ ッ トとの 結合 エ

ネル ギーをフ ィ ッ テ ィ ン グに よ っ て 求め た ところ 、非特異 的 タ
ー

ゲッ トに

よ る シ グナ ル を高い 予測精度 （決定係数 R2 が0．8程度）で 求め る こと が 出

来た 。実際 の 測定に お い て も、こ の 予測さ れる 寄与．をブ ロ
ー

ブの 蛍 光強度

か ら差 し引 くこ とで より高い 精度で の 測定が 可能に なる と考え られ る ，

Genome ・Wide 　Nucleotide・Level　Mutation　Analysis　in　Escher効 ia
co 箆 using 　Higll　Density　Microarray

謙 褪鯤 3擺瑠羈 』建｝lkara　
FURus 儡

’2・

（
乱D ・p・．Bi ・i・ lb．　E・ g．，　G ・・d．　S・h、　ISエ 0 ・・k・ 疋ダ・瓦

2ER
灯 0 ，　JSエ

　
3Grad ．　Sch．　Frontic 蔦 BLosci，　Osaka　Uni幻

Key　w ・ rds 　 genDme 　array ，  icroarray，　mu ね rめ n

Analysis　 of 　non −specific 　hアbridization　on 　microarray 　by　using 　a

physical　model

　OChikara　FURUSANVAI ・2，　NAOAKI （）NOL ，　Tomoharu 　AGA
’
IAI，

　Shingo 　SUZUKII ，Tetsuyti　yoMol ，？，S，　Hiroshi　SIIIMIZU1
〔
且
G ・・d．S ・h．1・ r・．　S・i．，0 ・・k・ Uni・．，　tF．RAT ，　．IST，　SG

・・d．　S・h．　F ・。 ・ 1．
　Biosci．）
Key 　words 　 m1 匚 roarray

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


