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　アトピー性皮膚炎を発症したマウス血液中の
単核球における遺伝子発現の網羅的解析について
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　アトピー性皮膚炎（AD）は，環境要因，遺伝要因と

いった様々な要因が複雑に絡み合った多因子疾患と考えら

れている．そのため，ADの発症の病因や病態の解明に向

けて，IgEの産生調節機構とT細胞の相互作用，神経ペプ

チドと皮膚炎症との関連性，サイトカイン・ケモカインの

役割などさまざまな研究が進められてきたユー6）．また，AD

と遺伝子多型との関連性についてもいろいろな遺伝子座に

おいて解析がなされている3・7）．これらの研究を通して，

Th　1／Th　2サイトカインのバランスがADの免疫アレル

ギー的な病態と関係するIgEの産生に深く関わっている

こと，ADでは白血球で発現しているL一セレクチンの発

現による血管マトリックス反応の異常やインターロイキン

12（IL－12）受容体b2鎖遺伝子の異常といった知見が報

告されている1－3・7）．しかし，ADの臨床像と遺伝的要因を

包含して説明することができる知見はいまだ報告されてい

ない．

　近年，分子生物学の進歩により，複数の遺伝子の発現レ

ベルを同じ反応条件下で同時に解析することが可能となっ

た．小さなガラス板に数千個の遺伝子（DNA断片）を張

り付けたDNAマイクロアレイを用いて遺伝子発現を網羅

的に解析する方法もその一つである8　’1）．最近，この網羅

的遺伝子発現解析手法は，多数の遺伝子要因が存在し，環

境要因も組み合わさって引き起こされる疾患に関係する遺

伝子を明らかにするのに有効とされ繁用されている．

　そこで，DNAマイクロアレイを用いてADを発症した

マウスでの遺伝子発現の様相を網羅的に解析することを試

みた．今回は，遺伝子発現の網羅的解析の一環として，炎

症組織内で増加が認められる単核球に着目し，ADを発症

したマウスの血液での遺伝子発現について解析したので報

告する．

実　験　方　法

1．試験材料

　実験には，ADを発症することが知られているMC／Mg

マウス（オス）を使用した12）．三共ラボサービス㈱より購

入した4週齢のマウスを通常の環境下で6週間飼育し，

ADが認められたマウス（test）とADの認められなかっ

たマウス（control）から血液を採取して遺伝子発現の分

析試料とした．なお，ADは，頭部・頸部の脱毛，頭部・

頸部及び耳介部の出血，頸部の痂皮形成の有無を触・視診

することにより確認した．

2．Total　RNAの調製

　最初に，マウスの血液を等量の生理食塩水で希釈した後，

Lymphoprep（Nycomed　Pharma　AS社製）に静かに積

層し，1600rpm，20分間の遠心を行った．単核球層を分

取して2500rpm，10分間遠心処理した後，沈殿している

単核球を生理食塩水に懸濁して，さらに10000rpm，10

分問遠心を行った．　精製した単核球はIsogen（Nippon

Gene社製）2mしに懸濁し，ツベルクリン注射筒にて破

砕した後，クロロホルム処理し4℃，12000rpm，10分間

遠心した．　上清をマイクロチューブに移し，イソプロパ

ノール処理して再度4QC，12000　rpm，10分間遠心した．

沈殿を75％エタノール洗浄，乾燥後，DEPC処理水に溶

かしてtotal　RNA溶液とした．

3．mRNAの増幅
　DNAマイクロアレイを用いた競合ハイブリダイゼー

ションにて遺伝子発現量の差異を解析するために，Tabor

とRichardsonの方法に従いtotal　RNA中のmRNAを増

幅した13）．最初に，contro17．5μgとtest　7．5μgのtotal

RNAに対してT7プロモーター配列を付加したオリゴ

（dT）24プライマーを用いてfirst　strand　DNA合成を

行った．次に，このfirst　strand　DNAを鋳型にしてT7
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プロモーター配列を持つsecond　strand　DNAを合成した．

最後に，second　strand　DNAを鋳型にしてT7　RNA

PolymeraseによりmRNAの増幅を行った．

4．cDNAの蛍光標識及びハイブリダイゼーション

　競合ハイブリダイゼーションを行うために，増幅した

mRNAを鋳型としてランダムヘキサマーをプライマーに

用いてaminqallyl－dUTP存在下で逆転写酵素反応を行い，

aminoallyl－dUTPを導入したcDNAを作成した．逆転写

酵素反応では，controlに由来するcDNAをCy　3，　test

由来のcDNAをCy　5とのカップリング反応により蛍光標
識した14）．

　次に，Cy　3標識一cDNA溶液とCy　5標識一cDNA溶液

を等量ずつマイクロチューブに採り混合した後，セントリ

コーンカラムにてCy標識したcDNAを精製した．精製

したCy標識℃DNA溶液をハイブリダイゼーションのた

めのプローブ液とした．プローブ液は100℃で処理した後，

マイクロボアーウルトラフリーフィルターにてろ過してか

ら白血球やリンパ球で発現している約8000の遺伝子が張

り付けられているMouse　cDNA　Microarray（Agilent

社製）にハイブリダイズさせた．ハイブリダイゼーション

は65℃で17時間行った．

5．遺伝子発現の解析

　Cy　3とCy　5蛍光強度のスキャニングは，　ScanArray

500（GSI　Luminonics品品）を用いて行った．画像デー

タから数値データへの変換は，専用ソフトQuant　Array

（GSI　Luminonics社製）を使用した．また，　Microarray

に張り付けられている細菌，酵母等マウス以外の生物の遺

伝子の蛍光値（negative　contro1）をバックグラウンドと

して各スポットの蛍光値の補正を行った．さらに，con－

trolとtest間のノーマリゼーションはグローバルノーマ

リゼーションを用いた．なお，スキャニング時のフォトマ

ルチプライヤーの蛍光強度の取り込み範囲（ゲイン）は

highと10wの2種類で行った．遺伝子発現量の解析に当

たって，highゲインによる取得時に蛍光強度が飽和して

いた遺伝子については，10wゲインでのデータを採用した．

結果及び考察

　通常の環境下で6週間飼育したMC／Mgマウス16匹の

うち10匹にADが認められた．　ADが認められたマウス

の混合血液とADの認められなかったマウスの混合血液

からそれぞれ単核球のmRNAを調製した．このmRNA
を鋳型にして調製したCy　3標識一cDNAとCy　5標識一

cDNAをMouse　cDNA　Microarrayにハイブリダイズさ

せた後，Cy　3とCy　5蛍光強度のスキャニングを行った画

像データをFig．1に示した．　contro1に由来するcDNA

はCy　3蛍光標識，　test由来のcDNAはCy　5で蛍光標識

を行っているためcontro1で強く発現している遺伝子は緑

色，testで強く発現している遺伝子であれば赤色に，両者

で同じように発現している遺伝子は黄色に発色する．Fig．

1に示すようにADを発症したマウスの血液中では，多数

の遺伝子の発現が抑制あるいは活性化されていることが認

められた．Fig，2は，　Fig．1の画像データを基に得られた

数値データを使い，controlとtest間での各遺伝子の蛍光

強度の相関を示したものである．このグラフは，contro1

とtestの血液中での各遺伝子の発現レベルを示している．

マイクロアレイによる遺伝子発現解析の場合，contro1と

test試料との比較で2倍以上の発現変動が認められた遺伝

子のみが変動遺伝子と判定されている．このことから，

Fig．2のデータを基にADを発症したマウスの血液中単核

球で2倍以上の発現変動を示す遺伝子の選別を行った

（Fig．3）．今回の実験で変動遺伝子は，818種類あること

が確認された．その内訳は，ADを発症することで発現が

促進される遺伝子506種類，反対に発現が抑制される遺伝

子312種類であった．

　これら8！8種類の遺伝子を免疫応答等の代表的な生体機

能との関わりから分類したのがTable　1である．　Table　l
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Fig．1　Reversed　Monochromic　lmage　of　cDNA　Micro－

　　　array　Hybridization

　DNA　probes　complementary　to　RNA　preparations　from　bQth

the　test　and　control　samples　were　synthesized　by　fluorescently

labelling　with　Cy5－and　Cy3－dUTP，　respectively，　through　a　single

round　reverse　transcription　reaction．　The　fluorescent　probes

were　pooled　in　equal　quantity　and　allowed　to　hybridize　to　8，000

clones　on　a　Mouse　cDNA　Microarray（Agilent）under　stringent

conditions．　Extent　and　characteristic　spectra　of　emission　due　to

fluorescent　dyes，　Cy5（red）and　Cy3（green），　were　measured　using

Scan　Array　500（GSI　Lumonics）．　In　this　figure　the　data　are

presented　as　a　reversed　and　Inonochrornated　version．
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Fig．2　Scatter　Plot．　of　the　Expression　Level　of　Test

　　　Mononucleous　Cel【s（Cy5）in　Contrast　to　the

　　　Expression　Level　of　Control　Mononucleous　Cells

　　　（Cy3）

に示したとおり，ADを発症することにより血液中では，

Oxidative　stressに関与する16種類の遺伝子，　Apoptosis

5種類，Metabolisln（fatty　acids　and　amino　acids　6≠6．）

に関与する20種類の遺伝子，それにAdhesion　and　cell

cycle　controlといった細胞増殖や血管壁における細胞接

着に関与する20種類の遺伝子などが活性化されているこ

とが認められた．これらに対して，Immune　responseに

関与する10種類の遺伝子やHeat　shock　responseに関与

する遺伝子の発現は強く抑制されることが明らかになった．

同定された変動遺伝子のリスト中には，すでにアトピー症

との関連で研究が進められているケモカイン，ヒート

ショックタンパク質，インターロイキンなどレ3・7）が含ま

0 5 10

Value　of　Iog2（Cy5・Cy31ρ）

15 20

　Fig．3　Differentiai　Expression　of　8，000　Genes

　　　　　lnvestigated　by　Microarray　Hybridization
　The　verticaユaxis　shows　differential　expression　caユculated　as

the　ratio　of　the　values　of　the　Cy5・fluorescence　signal　and　Cy3－

fluorescence　signa1，　A　positive　number　indicates　that　Cy5（test

cells）signahs　greater亡han　Cy3（control　ceUs）signa1，　whereas　a

negative　nurnber　indicates　that　Cy3　signal　is　greater　than　Cy5

signal．

れているほかに，ADとの関連で作用機序の明らかにされ

ていない酸化ストレス，細胞内情報伝達，細胞接着さらに

アミノ酸や脂肪酸代謝に関与する遺伝子等が認められる．

これらの遺伝子には，ヒトADのメカニズムの研究及び

迅速な診断法開発のための指標遺伝子として活用できる可

能性がある．従って今後，変動遺伝子の中でも酸化ストレ

ス，細胞内情報伝達に関与する遺伝子二等に注目し，個々

の遺伝子の発現状況を経時的に測定してADとの関連を

明らかにすることが重要と考える．

Table　1 Activation　and　Suppression　of　Gene　Expression　in　Blood　Mononuclear

Cells　of　Mouse　with　Atopic　Dermatitis

Gene　function
　Number　of
activated　genes

　Number　of
supPressed　genes

ImmUne　reSpOnSe
Apoptosis

Oxidative　stress

Receptor　response

Heat　shock　response

Proteolysis　and　peptidolysis

Phosphorylation

Adhesion　and　cell　cycle　control

Translation　and　transcription

Amine　metabolism
Metabolism（amino　acid，1ipids　6オ6．）

Other　functions

5

5

ユ6

4

　8

　4
20

15

　4
20

388

10

1

4

3

4

6

7

10

　5
262

Tota1 506 312
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