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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
（ａ）細胞から抽出されたｍＲＮＡに対して、その５’末端にタグ物質を付加されたｃＤ
ＮＡを合成する工程と、
（ｂ）得られた反応産物を第１の制限酵素Ｘによって切断する工程と、
（ｃ）第１の制限酵素Ｘの認識切断部位の配列に相補的な一本鎖配列と、それに隣接する
ＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とからなるＸアダプターを、工程ｂ
で得られた断片に対して結合させる工程と、
（ｄ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｃで得られた断
片を回収する工程と、
（ｅ）工程ｄで回収された断片を第２の制限酵素Ｙで切断し、前記タグ物質に結合した断
片を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
（ｆ）工程ｅにおいて得られた断片に対して、第２の制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に
相補的な一本鎖配列と、それに隣接するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖
配列とからなるＹアダプターを付加する工程と、
（ｇ）前記Ｘアダプターの配列に相補的な配列とその３’末端の任意の２塩基配列である
ＮＮとからなるＸプライマーと、前記Ｙアダプターの配列に相補的な配列とその３’末端
の任意の２塩基配列であるＮＮとからなるＹプライマーとを用いて、工程ｆで得られた断
片についてＰＣＲ反応を行う工程と、
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（ｈ）得られたＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検出することによって遺伝
子発現プロファイルを作製する工程と、
を具備し、
　前記制限酵素Ｘおよび前記制限酵素Ｙが、以下に示す酵素の群からそれぞれ選択される
ことを特徴とする方法；ＡｓｐＬＥＩ、ＢｆａＩ、ＢｓｃＦＩ、ＢｓｉＳＩ、Ｂｓｐ１４
３Ｉ、ＣｆｏＩ、Ｃｓｐ６Ｉ、ＤｐｎＩＩ、ＨａｐＩＩ、ＨｈａＩ、Ｈｉｎ２Ｉ、Ｈｉｎ
６Ｉ、ＨｉｎＰ１Ｉ、ＨｐａＩＩ、Ｈｓｐ９２ＩＩ、ＨｓｐＡＩ、Ｋｚｏ９Ｉ、ＭａｅＩ
、ＭｂｏＩ、ＭｓｅＩ、ＭｓｐＩ、ＮｄｅＩＩ、ＮｌａＩＩＩ、Ｓａｕ３ＡＩ、Ｓｓｅ９
Ｉ、ＴａｑＩ、Ｔｒｕ１Ｉ、Ｔｒｕ９Ｉ、Ｔｓｐ５０９Ｉ、ＴｓｐＥＩおよびＴｔｈＨＢ
８Ｉ。
【請求項２】
　請求項１に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記Ｘプライマー
が、更に、その５’末端に蛍光物質が付加されており、それによって、前記ＰＣＲ産物の
電気泳動の結果を前記蛍光物質の蛍光量を検出することにより行うことを特徴とする方法
。
【請求項３】
　請求項１に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記制限酵素Ｘが
ＭｓｐＩであり、且つ前記制限酵素ＹがＭｓｅＩであることを特徴とする方法。
【請求項４】
　請求項１に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記Ｘプライマー
に含まれるＮＮとＹプライマーに含まれるＮＮが、アデニン、チミン、グアニンおよびシ
トシンを組み合わせて設計され、且つ全部で２５６種類のＸおよびＹプライマーセットが
使用されることを特徴とする方法。
【請求項５】
　請求項１に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記タグ物質とタ
グ物質に高親和性を有する物質の組合せが、ビオチンとストレプトアビジン、ビオチンと
アビジン、ＦＩＴＣとＦＩＴＣ抗体、ＤＩＧとアンタイＤＩＧ、プロテインＡとマウスＩ
ｇＧ、およびラテックス粒子からなる群より選択されることを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
　前記ＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検出することにより遺伝子発現プロ
ファイルを作製する工程の後に、更に、
検出されたピークを回収してそこに含まれるＰＣＲ産物の配列をシーケンシングによって
決定し、発現された遺伝子を同定する工程を具備する方法。
【請求項７】
　請求項１に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
　更に、前記制限酵素Ｘおよび制限酵素Ｙの認識配列と、工程ａで得られた反応産物を制
限酵素Ｘおよび制限酵素Ｙで切断して得られる断片の長さと、任意のデータバンクから入
手したデータとを、コンピューター上で比較することによって、発現された遺伝子を同定
する工程を具備する方法。
【請求項８】
　遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
（ａ）細胞から抽出されたｍＲＮＡに対して、その５’末端にタグ物質を付加されたｃＤ
ＮＡを合成し、得られた合成産物を２つの分画に分ける工程と、
（ｂ）第１の合成産物分画を第１の制限酵素Ｘによって切断する工程と、
（ｃ）第１の制限酵素Ｘの認識切断部位の配列に相補的な一本鎖配列と、それに隣接する
ＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とからなるＸアダプターを、工程ｂ
で得られた断片に対して結合させる工程と、
（ｄ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｃで得られた断
片を回収する工程と、



(3) JP 4437171 B2 2010.3.24

10

20

30

40

50

（ｅ）工程ｄで回収された断片を第２の制限酵素Ｙで切断し、前記タグ物質に結合した断
片を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
（ｆ）工程ｅで得られた断片に対して、第２の制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に相補的
な一本鎖配列と、それに隣接するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列と
からなるＹアダプターを付加する工程と、
（ｇ）前記Ｘアダプターの配列に相補的な配列とその３’末端の任意の２塩基配列である
ＮＮとからなるＸプライマーと、前記Ｙアダプターの配列に相補的な配列とその３’末端
の任意の２塩基配列であるＮＮとからなるＹプライマーとを用いて、前記工程ｆで得られ
た断片についてＰＣＲ反応を行う工程と、
（ｈ）工程ａで得られた第２の合成産物分画を前記制限酵素Ｙによって切断する工程と、
（ｉ）前記制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に相補的な配列一本鎖配列と、それに隣接す
るＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とからなるＹ’アダプターを、工
程ｈで得られた断片に対して結合させる工程と、
（ｊ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｉで得られた断
片を回収する工程と、
（ｋ）工程ｊで回収された断片を制限酵素Ｘで切断し、前記タグ物質に結合した断片を取
り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
（ｌ）工程ｋで得られた断片に対して、前記制限酵素Ｘの認識切断部位の配列に相補的な
一本鎖配列と、それに隣接するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とか
らなるＸ’アダプターを付加する工程と、
（ｍ）前記Ｙ’アダプターの配列に相補的な配列とその３’末端の任意の２塩基配列であ
るＮＮとからなるＹ’プライマーと、前記Ｘ’アダプターの配列に相補的な配列とその３
’末端の任意の２塩基配列であるＮＮとからなるＸ’プライマーとを用いて、ＰＣＲ反応
を行う工程と、
（ｎ）工程ｇと工程ｍにおいて得られたＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検
出することによって発現プロファイルを作製する工程と、
を具備し、
　前記制限酵素Ｘおよび前記制限酵素Ｙが、以下に示す酵素の群からそれぞれ選択される
ことを特徴とする方法；ＡｓｐＬＥＩ、ＢｆａＩ、ＢｓｃＦＩ、ＢｓｉＳＩ、Ｂｓｐ１４
３Ｉ、ＣｆｏＩ、Ｃｓｐ６Ｉ、ＤｐｎＩＩ、ＨａｐＩＩ、ＨｈａＩ、Ｈｉｎ２Ｉ、Ｈｉｎ
６Ｉ、ＨｉｎＰ１Ｉ、ＨｐａＩＩ、Ｈｓｐ９２ＩＩ、ＨｓｐＡＩ、Ｋｚｏ９Ｉ、ＭａｅＩ
、ＭｂｏＩ、ＭｓｅＩ、ＭｓｐＩ、ＮｄｅＩＩ、ＮｌａＩＩＩ、Ｓａｕ３ＡＩ、Ｓｓｅ９
Ｉ、ＴａｑＩ、Ｔｒｕ１Ｉ、Ｔｒｕ９Ｉ、Ｔｓｐ５０９Ｉ、ＴｓｐＥＩおよびＴｔｈＨＢ
８Ｉ。
【請求項９】
　請求項８に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、工程ｇにおいて使
用される前記Ｘプライマーが、更に、その５’末端に蛍光物質が付加されており；および
　工程ｍにおいて使用される前記Ｙ’プライマーが、更に、その５’末端に蛍光物質が付
加されており；
それによって、前記ＰＣＲ産物の電気泳動の結果を該蛍光物質の蛍光量を検出することに
より行うことを特徴とする方法。
【請求項１０】
　請求項８に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記制限酵素Ｘが
ＭｓｐＩであり、且つ前記制限酵素ＹがＭｓｅＩであることを特徴とする方法。
【請求項１１】
　請求項８に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記Ｘプライマー
に含まれるＮＮとＹプライマーに含まれるＮＮが、アデニン、チミン、グアニンおよびシ
トシンを組み合わせて設計され、且つ全部で２５６種類のＸおよびＹプライマーセットが
使用されることを特徴とする方法。
【請求項１２】
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　請求項８に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、前記タグ物質とタ
グ物質に高親和性を有する物質の組合せが、ビオチンとストレプトアビジン、ビオチンと
アビジン、ＦＩＴＣとＦＩＴＣ抗体、ＤＩＧとアンタイＤＩＧ、プロテインＡとマウスＩ
ｇＧ、およびラテックス粒子からなる群より選択されることを特徴とする方法。
【請求項１３】
　請求項８に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
　前記ＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検出することにより遺伝子発現プロ
ファイルを作製する工程の後に、更に、
検出されたピークを回収してそこに含まれるＰＣＲ産物の配列をシーケンシングによって
決定し、発現された遺伝子を同定する工程を具備する方法。
【請求項１４】
　請求項８に記載の遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
　更に、前記制限酵素Ｘおよび制限酵素Ｙの認識配列と、工程ａで得られた反応産物を制
限酵素Ｘおよび制限酵素Ｙで切断して得られる断片の長さと、任意のデータバンクから入
手したデータとを、コンピューター上で比較することによって、発現された遺伝子を同定
する工程を具備する方法。
【請求項１５】
　遺伝子発現頻度を解析する方法であって、
（１）コントロール細胞と被検細胞との両方について、以下の工程を行うことによって、
遺伝子発現プロファイルを作製する工程と；
　　（ａ）細胞から抽出されたｍＲＮＡに対して、その５’末端にタグ物質を付加された
ｃＤＮＡを合成する工程と、
　　（ｂ）得られた反応産物を第１の制限酵素Ｘによって切断する工程と、
　　（ｃ）第１の制限酵素Ｘの認識切断部位の配列に相補的な一本鎖配列と、それに隣接
するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とからなるＸアダプターを、工
程ｂで得られた断片に対して結合させる工程と、
　　（ｄ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｃで得られ
た断片を回収する工程と、
　　（ｅ）工程ｄで回収された断片を第２の制限酵素Ｙで切断し、前記タグ物質に結合し
た断片を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
　　（ｆ）工程ｅにおいて得られた断片に対して、第２の制限酵素Ｙの認識切断部位の配
列に相補的な一本鎖配列と、それに隣接するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二
本鎖配列とからなるＹアダプターを付加する工程と、
　　（ｇ）前記Ｘアダプターの配列に相補的な配列とその３’末端の任意の２塩基配列で
あるＮＮとからなるＸプライマーと、前記Ｙアダプターの配列に相補的な配列とその３’
末端に任意の２塩基配列とからなるＹプライマーとを用いて、工程ｆで得られた断片につ
いてＰＣＲ反応を行う工程と、
　　（ｈ）得られたＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検出することによって
遺伝子発現プロファイルを作製する工程と；並びに
（２）前記工程（１）により得られた２つの遺伝子発現プロファイルを比較することによ
り被検細胞の遺伝子発現頻度の変化を解析する工程と
を具備し、
　前記制限酵素Ｘおよび前記制限酵素Ｙが、以下に示す酵素の群からそれぞれ選択される
ことを特徴とする方法；ＡｓｐＬＥＩ、ＢｆａＩ、ＢｓｃＦＩ、ＢｓｉＳＩ、Ｂｓｐ１４
３Ｉ、ＣｆｏＩ、Ｃｓｐ６Ｉ、ＤｐｎＩＩ、ＨａｐＩＩ、ＨｈａＩ、Ｈｉｎ２Ｉ、Ｈｉｎ
６Ｉ、ＨｉｎＰ１Ｉ、ＨｐａＩＩ、Ｈｓｐ９２ＩＩ、ＨｓｐＡＩ、Ｋｚｏ９Ｉ、ＭａｅＩ
、ＭｂｏＩ、ＭｓｅＩ、ＭｓｐＩ、ＮｄｅＩＩ、ＮｌａＩＩＩ、Ｓａｕ３ＡＩ、Ｓｓｅ９
Ｉ、ＴａｑＩ、Ｔｒｕ１Ｉ、Ｔｒｕ９Ｉ、Ｔｓｐ５０９Ｉ、ＴｓｐＥＩおよびＴｔｈＨＢ
８Ｉ。
【請求項１６】
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　遺伝子発現頻度を解析する方法であって、
（１）コントロール細胞と被検細胞との両方について、以下の工程を行うことによって、
遺伝子発現プロファイルを作製する工程と；
　　（ａ）細胞から抽出されたｍＲＮＡに対して、その５’末端にタグ物質を付加された
ｃＤＮＡを合成し、得られた合成産物を２つの分画に分ける工程と、
　　（ｂ）第１の合成産物分画を第１の制限酵素Ｘによって切断する工程と、
　　（ｃ）第１の制限酵素Ｘの認識切断部位の配列に相補的な一本鎖と、それに隣接する
ＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とからなるＸアダプターを、工程ｂ
で得られた断片に対して結合させる工程と、
　　（ｄ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｃで得られ
た断片を回収する工程と、
　　（ｅ）工程ｄで回収された断片を第２の制限酵素Ｙで切断し、前記タグ物質に結合し
た断片を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
　　（ｆ）工程ｅで得られた断片に対して、第２の制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に相
補的な一本鎖配列と、それに隣接するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配
列とからなるＹアダプターを付加する工程と、
　　（ｇ）前記Ｘアダプターの配列に相補的な配列とその３’末端の任意の２塩基配列で
あるＮＮとからなるＸプライマーと、前記Ｙアダプターの配列に相補的な配列とその３’
末端の任意の２塩基配列であるＮＮとからなるＹプライマーとを用いて、前記工程ｆで得
られた断片についてＰＣＲ反応を行う工程と、
　　（ｈ）工程ａで得られた第２の合成産物分画を前記制限酵素Ｙによって切断する工程
と、
　　（ｉ）前記制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に相補的な一本鎖配列と、それに隣接す
るＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列とからなるＹ’アダプターを、工
程ｈで得られた断片に対して結合させる工程と、
　　（ｊ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｉで得られ
た断片を回収する工程と、
　　（ｋ）工程ｊで回収された断片を制限酵素Ｘで切断し、前記タグ物質に結合した断片
を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
　　（ｌ）工程ｋで得られた断片に対して、前記制限酵素Ｘの認識切断部位の配列に相補
的な一本鎖配列と、それに隣接するＰＣＲプライマーがアニールできる長さの二本鎖配列
とからなるＸ’アダプターを付加する工程と、
　　（ｍ）前記Ｙ’アダプターの配列に相補的な配列とその３’末端の任意の２塩基配列
であるＮＮとからなるＹ’プライマーと、前記Ｘ’アダプターの配列に相補的な配列とそ
の３’末端の任意の２塩基配列であるＮＮとからなるＸ’プライマーとを用いて、ＰＣＲ
反応を行う工程と、
　　（ｎ）工程ｇと工程ｍにおいて得られたＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピーク
を検出することによって発現プロファイルを作製する工程と；並びに
（２）前記工程１により得られた２つの遺伝子発現プロファイルを比較することにより被
検細胞の遺伝子発現頻度の変化を解析する工程と
を具備し、
　前記制限酵素Ｘおよび前記制限酵素Ｙが、以下に示す酵素の群からそれぞれ選択される
ことを特徴とする方法；ＡｓｐＬＥＩ、ＢｆａＩ、ＢｓｃＦＩ、ＢｓｉＳＩ、Ｂｓｐ１４
３Ｉ、ＣｆｏＩ、Ｃｓｐ６Ｉ、ＤｐｎＩＩ、ＨａｐＩＩ、ＨｈａＩ、Ｈｉｎ２Ｉ、Ｈｉｎ
６Ｉ、ＨｉｎＰ１Ｉ、ＨｐａＩＩ、Ｈｓｐ９２ＩＩ、ＨｓｐＡＩ、Ｋｚｏ９Ｉ、ＭａｅＩ
、ＭｂｏＩ、ＭｓｅＩ、ＭｓｐＩ、ＮｄｅＩＩ、ＮｌａＩＩＩ、Ｓａｕ３ＡＩ、Ｓｓｅ９
Ｉ、ＴａｑＩ、Ｔｒｕ１Ｉ、Ｔｒｕ９Ｉ、Ｔｓｐ５０９Ｉ、ＴｓｐＥＩおよびＴｔｈＨＢ
８Ｉ。
【発明の詳細な説明】
本出願は、平成１２年１２月１２日に出願された日本国特許出願番号２０００－３７７８
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８７号に基づいてなされたものであり、前記出願に基づく優先権を主張するものである。
前記出願は、引用することにより本明細書に組み込まれる。
〔技術分野〕
本発明は、遺伝子の発現プロファイルを作製する方法、および遺伝子発現頻度を解析する
方法に関する。
〔背景技術〕
西暦２０００年、ヒトゲノムの全配列が決定されつつある。これにより得られた膨大なる
情報は、全ての遺伝子および特定の細胞において発現されるそれらの遺伝子産物を含むネ
ットワークを総括的に理解するための基礎となるであろう。
現在、そのようなネットワークを解明するための手段として使用される方法には以下のよ
うなものがある。例えば、ＵＳ５２６２３１１およびＵＳ５５９９６７２に開示されるデ
ィファレンシャルディスプレー法、特表平１０－５１１００２に開示される遺伝子発現の
逐次分析法（即ち、ｓｅｒｉａｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ、以下ＳＡＧＥと略す）、並びにＵＳＰ５８０７５２２、ＵＳＰ５７００６３７お
よびＵＳＰ５７４４３０５に開示されるマイクロアレイおよびＤＮＡチップ等である。
ディファレンシャルディスプレー法は、細胞から調製したｃＤＮＡを基質として用いる方
法である。前記ｃＤＮＡに対して、複数種類のアンカープライマーと任意のプライマーを
用いてＰＣＲを行うことにより、細胞における種々の任意の遺伝子発現が解析される。し
かしながらこの方法は、全遺伝子のうちの一部分のみを分析できるに過ぎない。また、ア
ンカープライマーと任意のプライマーを用いるため、再現性に乏しいことが問題である。
これに対して、細胞における全発現遺伝子について発現プロフィールを得ることを可能に
した方法がＳＡＧＥである。ＳＡＧＥでは、細胞から調製されたｍＲＮＡを用いて調製さ
れたｃＤＮＡを用いて解析を行う。調製されたｃＤＮＡに対して制限酵素を処理し、９か
ら１１塩基対程度の断片を切り出し、得られた種々のｃＤＮＡ由来の断片をライゲーショ
ンした後で、シーケンシングを行う。しかしながら、ＳＡＧＥでは、全発現遺伝子の５０
％程度の種類についての情報を得るためには、約１０万回のシーケンシングが必要であり
、非常にコストが高いものである。また、ｃＤＮＡ由来の断片が短く、実際には、断片か
らの遺伝子単離が不可能なものも多い。
ＵＳ５８０７５２２のマイクロアレイ、並びにＵＳＰ５７００６３７およびＵＳＰ５７４
４３０５のＤＮＡチップは、固相に既知の遺伝子のプローブを固定したものである。当該
プローブにサンプルをハイブリダイゼーションすることにより、遺伝子の発現プロフィー
ルを得る方法である。これらの方法では、検出対象となる遺伝子はその配列が既知でなく
てはならない。
〔発明の開示〕
本発明の第１の目的は、広い範囲に亘る遺伝子の発現プロファイルを作製することが可能
な方法を提供することである。また、本発明の第２の目的は、広範囲の遺伝子に関してそ
の発現頻度を解析する方法を提供することである。
上記第１の目的は、遺伝子発現プロファイルを作製する方法であって、
（ａ）細胞から抽出されたｍＲＮＡに対して、その３’末端にタグ物質を付加されたｃＤ
ＮＡを合成する工程と、
（ｂ）得られた反応産物を第１の制限酵素Ｘによって切断する工程と、
（ｃ）第１の制限酵素Ｘの制限酵素切断部位の配列に相補的な配列を有するＸアダプター
を、工程ｂで得られた断片に対して結合させる工程と、
（ｄ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｃで得られた断
片を回収する工程と、
（ｅ）工程ｄで回収された断片を第２の制限酵素Ｙで切断して、前記タグ物質に結合した
断片を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
（ｆ）工程ｅにおいて得られた断片に対して、第２の制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に
相補的な配列を有するＹアダプターを付加する工程と、
（ｇ）前記Ｘアダプターの配列に相補的な配列を有し且つその３’末端に任意の２塩基配
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列であるＮＮを有するプライマーと、前記Ｙアダプターの配列に相補的な配列を有し且つ
その３’末端に任意の２塩基配列であるＮＮを有するプライマーとを用いて、前記工程ｆ
で得られた断片についてＰＣＲ反応を行う工程と、
（ｈ）得られたＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検出することによって遺伝
子発現プロファイルを作製する工程と、
を具備する方法によって達成される。
上記第２の目的は、遺伝子発現頻度を解析する方法であって、
（ａ）コントロール細胞と被検細胞との両方について、上記の遺伝子発現プロファイルを
作製する方法を用いて遺伝子発現プロファイルを作製する工程と、
（ｂ）得られた２つの遺伝子発現プロファイルを比較することにより被検細胞の遺伝子発
現頻度の変化を解析する工程とを具備する方法
によって達成される。
本発明の更なる目的および利点は、以下に続く記載および実施例において説明されるであ
ろう。それらの記載および実施例によって本願発明はより明白に理解され得るであろう。
また、本発明の目的および利点は、以下に示される方法および組み合わせの手段によって
詳細に理解され、且つ達成され得る。
〔発明を実施するための最良の形態〕
１．発明の概要
本発明者らは、特定の細胞において発現される遺伝子を如何に分類するかによって、遺伝
子発現プロファイルの作製に掛かる操作の煩雑性やコストパフォーマンスが大きく変わる
ことを見出した。そのような知見を基に鋭意研究を行った結果、本発明が達成された。
本発明の１つの態様に従うと、特定の細胞において発現される遺伝子のほぼ全てを包含す
るような広い範囲に亘る遺伝子の発現プロファイルを一度に且つ簡便に作製することが可
能な方法が提供される。発現されるほぼ全ての遺伝子の識別が可能であることにより、従
来の方法よりも格段に多くの発現遺伝子が識別できる。
本発明の１態様は、制限酵素ＤＮＡ断片長とポリメラーゼ連鎖反応（即ち、ＰＣＲ）を基
に開発された遺伝子発現プロファイル法である。そのような遺伝子発現プロファイル方法
によって、発現される殆ど全ての遺伝子、即ち、公知の遺伝子も未知の遺伝子も同様に、
識別することが可能である。また、この方法は、１つ１つの遺伝子を漏れなく、夫々に識
別して検出することが可能である。その上、それらの発現頻度を決定することも可能であ
る。
本発明の遺伝子発現プロファイルを作製する方法の基本となる特徴の１つは、特定の細胞
において発現された遺伝子を以下のように分類することにある。特定の細胞において発現
されるｍＲＮＡは、約２００００種類であると考えられている。まず、発現されたｍＲＮ
ＡからｃＤＮＡを合成する。得られた二本鎖ｃＤＮＡを適切な２つの制限酵素によって切
断し、夫々に識別可能なだけの長さを有した断片を作製する。その後、得られた断片の一
部分の配列を認識して２５６分画に分類する。この分類は、先ず任意に設計された２５６
種類のプライマーセットを用いて行われる。相対的な発現量を反映したままで、プライマ
ーセット毎または幾つかのプライマーセット毎に前記断片を増幅し、前記断片を分類する
。分類され、且つ得られた分画、例えば、２５６分画の夫々について、１分画毎に電気泳
動を行い、その成分を分離する。このようにして、１つの細胞から得られた発現遺伝子の
情報は、解析可能な程度にまで分類される。それによって、殆ど全ての遺伝子を漏れなく
、１つ１つの遺伝子の発現量を正確に捉えることが可能な遺伝子発現プロファイルが、簡
便に作製される。
例えば、２５６分画に分類する具体的な手段を図１を用いて説明する。発現されたｍＲＮ
Ａからなる群１からｃＤＮＡ群２を合成する。これを適切な２つの制限酵素によって切断
してｃＤＮＡ断片群３を得る。このｃＤＮＡの両末端の各２塩基、全４塩基の配列に応じ
て、即ち、それらの配列がアデニン（以下Ａと略す）、グアニン（以下Ｇと略す）、シト
シン（以下Ｃと略す）またはチミン（以下Ｔと略す）の何れであるかによって分類する。
即ち、５’末端（図１においては黒色により示す）の塩基によってまず４つの集団４に分
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類される。これは次の塩基によって更に１６の集団５に分類され、更に３’末端の２番目
の塩基によって６４の集団６に分類され、更に３’末端の塩基により２５６の集団７に分
類される。一般的に発現されるｍＲＮＡの種類から推測すると、最終的に得られる２５６
の集団７には、夫々、約８０から約１００種類のｃＤＮＡが含まれることになる。即ち、
夫々の集団を電気泳動すれば、約８０から約１００のピークが検出されるであろう。従っ
て、特定の細胞から得られた全ｍＲＮＡは、約８０から約１００のピークを有した２５６
のチャートとして表現される。即ち、この２５６のチャートによって、発現された遺伝子
についてのプロファイルが構成される。例えば、そのようなプロファイルに含まれる１チ
ャートの例は図３に示す通りである。図３のチャートは、断片の分類後に、各分画をＰＣ
Ｒにより増幅し、反応産物を電気泳動して得た１分画に含まれる成分を示すチャートであ
る。
また、本発明の特徴の１つは、発現したｍＲＮＡから得たｃＤＮＡを適切な２種類の制限
酵素、好ましくは、ＭｓｐＩとＭｓｅＩ、を用いて適切に切断することである。適切に切
断することによって上記の分類を達成することが可能になる。以下、本発明を更に詳しく
説明する。
２．詳細な説明
（１）遺伝子発現プロファイル
本発明の遺伝子発現プロファイルを作製する方法は、基本的には以下の工程を具備する。
即ち、
（ａ）細胞から抽出されたｍＲＮＡに対して、その３’末端にタグ物質を付加されたｃＤ
ＮＡを合成する工程と、
（ｂ）得られた反応産物を第１の制限酵素Ｘによって切断する工程と、
（ｃ）第１の制限酵素Ｘの制限酵素切断部位の配列に相補的な配列を有するＸアダプター
を、工程ｂで得られた断片に対して結合させる工程と、
（ｄ）前記タグ物質に高親和性を有する物質に結合することにより、工程ｃで得られた断
片を回収する工程と、
（ｅ）工程ｄで回収された断片を第２の制限酵素Ｙで切断し、前記タグ物質に結合した断
片を取り除くことにより、切断されたｃＤＮＡの５’側を含む断片を得る工程と、
（ｆ）工程ｅにおいて得られた断片に対して、第２の制限酵素Ｙの認識切断部位の配列に
相補的な配列を有するＹアダプターを付加する工程と、
（ｇ）前記Ｘアダプターの配列に相補的な配列を有し且つその３’末端に任意の２塩基配
列であるＮＮを有するプライマーと、前記Ｙアダプターの配列に相補的な配列を有し且つ
その３’末端に任意の２塩基配列であるＮＮを有するプライマーとを用いて、前記工程ｆ
で得られた断片についてＰＣＲ反応を行う工程と、
（ｈ）得られたＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離とピークを検出することによって遺伝
子発現プロファイルを作製する工程である。
ここで、特に断りのないかぎり、センス鎖（鋳型となるｍＲＮＡに相同な配列）の５’側
を二本鎖ｃＤＮＡの５’側とし、センス鎖の３’側を二本鎖ｃＤＮＡの３’側とする。
本願発明の遺伝子発現プロファイルを作製する方法の具体的な例を図２を用いて説明する
。ここで、図２における各アルファベットは塩基配列を構成する塩基を示す。Ａはアデニ
ン（以下Ａと略す）、Ｇはグアニン（以下Ｇと略す）、Ｃはシトシン（以下Ｃと略す）お
よびＴはチミン（以下Ｔと略す）を示す。また、ここでは、Ｎ、Ｗ、Ｘ、ＹおよびＺは任
意の塩基を示す。また、ＸとＹ、およびＷとＺは、互いに相補的に結合する。また、上記
の工程（ａ）から工程（ｈ）の工程と図２における工程ａから工程ｈは、夫々のアルファ
ベット同士で対応する。
まず、試験対象となる特定の細胞からｍＲＮＡ１１を抽出する。
抽出されたｍＲＮＡ１１の３’末端のポリＡテイルに相補的なオリゴｄＴプライマーをビ
オチン１３で標識化する。これをプライマーとして用いてｃＤＮＡを合成し、二本鎖１２
を得る（図２、工程ａ）。ここでは、タグ物質としてビオチンを使用した例を示す。
二本鎖１２を４塩基認識制限酵素であるＭｓｐＩを第１の制限酵素Ｘとして用いて切断す
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る（図２、工程ｂ）。ここでは、第１の制限酵素ＸとしてＭｓｐＩを使用した例を示す。
その後、ストレプトアビジン１４を用いてビオチン１３を捕捉する。これにより、切断さ
れた二本鎖ｃＤＮＡの３’側を捕捉する（図２、工程ｃ）。ここでは、タグ物質に高親和
性を有する物質としてストレプトアビジンを使用した例を示す。
回収された二本鎖ｃＤＮＡの５’側に、第１の制限酵素Ｘ、即ち、ＭｓｐＩ、の認識切断
部位に相補的な配列を有するＸアダプター１５を結合させる（図２、工程ｄ）。
これを第２の制限酵素Ｙである制限酵素ＭｓｅＩを用いて切断する（図２、工程ｅ）。こ
こでは、第２の制限酵素ＹとしてＭｓｅＩを使用した例を示す。
次に、制限酵素Ｙ、即ち、ＭｓｅＩ、の認識切断部位に相補的な配列を有するＹアダプタ
ー１６を付加する（図２、工程ｆ）。以上の処理によって、当該二本鎖の両末端に既知配
列を含む二本鎖配列１７が構築される。
次に、この二本鎖配列１７を鋳型として用い、蛍光色素で標識した二本鎖ｃＤＮＡの５’
側の（アンチセンス鎖用）のＰＣＲプライマー１８と、蛍光標識を持たない二本鎖ｃＤＮ
Ａの３’側の（センス鎖用）プライマー１９を用いてＰＣＲ反応を行う（図２、工程ｇ）
。ここでは、前記ＰＣＲのためのＸプライマー１８およびＹプライマー１９は、夫々、前
記アダプター、即ち、ＸアダプターおよびＹアダプターの配列に相補的な配列と、増幅さ
せる方向に更に２塩基とを有する配列を使用する。前記任意の２塩基は、Ａ、Ｇ、Ｃおよ
びＴの４種類の塩基の組み合わせから得られる全ての配列が含まれるように設計されてい
るので、合計２５６種類のプライマーセットが得られる。即ち、これらのプライマーセッ
トを用いて、全ての当該二本鎖のｃＤＮＡについてＰＣＲを行うことにより、存在する全
ｃＤＮＡを２５６の群に分類すると共にＰＣＲ増幅を行うことが可能である。当該プライ
マーセットの任意の計４塩基の組合せを図４に示した。図４にはＡＡ－ＡＡからＴＡ－Ｇ
Ａまでの組合せを記載した。
最終工程である図１の工程ｈにおいて、得られた２５６の分画のＰＣＲ産物を電気泳動し
、ピークを測定することによって遺伝子発現プロファイルを得る（図１、工程ｈ）。得ら
れた２５６の分画のうちの１分画を電気泳動した場合に得られる結果は、例えば、図３に
示すチャートとして得られる。縦軸には、蛍光強度を指標とした発現量が示される。横軸
には、電気泳動の移動距離を指標とした分子量を示す。
また、前記工程ｃと工程ｄの順番を入れ替えることも可能である。即ち、前記工程ｄを工
程ｃに先駆けて行ってもよい。
更に、第１の制限酵素を第２の制限酵素とし、第２の制限酵素を第１の制限酵素として使
用することによって、より多くの遺伝子についての切断が可能になり、それによって検出
感度が向上する。
即ち、上記工程ａで得られた二本鎖１２を２つに分けて、ｃＤＮＡミックスＡとｃＤＮＡ
ミックスＢとし、ｃＤＮＡミックスＡに関しては上述の通りに工程ｂからｈを行い、それ
と並行してまたは逐次的に、ｃＤＮＡミックスＢに関して次のように処理を行うことも可
能である。即ち、ｃＤＮＡミックスＢは、第１の制限酵素として制限酵素ＭｓｅＩを用い
、第２の制限酵素として制限酵素ＭｓｐＩを用いて、その他の点は上述の方法と同様に処
理する。このように、第１の制限酵素と第２の制限酵素を交換して使用することにより、
交換しない場合には検出されなかった遺伝子についても検出することが可能となる。
ｃＤＮＡミックスＢの処理は、具体的には、ｃＤＮＡミックスＢに含まれる二本鎖１２を
４塩基認識制限酵素であるＭｓｅＩを用いて切断する。その後、制限酵素ＭｓｅＩの認識
切断部位に相補的な配列を有するＭｓｅＩアダプターを結合させ、ストレプトアビジンを
用いてビオチンを捕捉し、切断された二本鎖１２の３’側を回収する。次に、これを制限
酵素ＭｓｐＩを用いて切断する。続いて、制限酵素ＭｓｐＩの認識切断部位に相補的な配
列を有するＭｓｐＩアダプターを付加する。以上の処理によって、当該二本鎖１２の両末
端に既知配列を含む配列が構築される。次に、この配列について、蛍光色素で標識したＸ
プライマー１８と、蛍光標識を持たないＹプライマー１９を用いて、ｃＤＮＡについてＰ
ＣＲ反応を行う。ここで、前記２つのプライマー１８および１９は、夫々の当該アダプタ
ー、即ち、ＹアダプターおよびＸアダプターに相補的な配列に加えて、増幅させる方向に
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更に２塩基を付加したものを使用する。付加する任意の２塩基は、Ａ、Ｇ、ＣおよびＴの
４種類の塩基の組み合わせから得られ得る全ての配列が含まれるように設計されるので、
合計２５６種類のプライマーセットが得られる（図２工程ａから工程ｆ、具体的な２５６
種類のＮＮ－ＮＮ塩基配列は図４に示す）。即ち、これらのプライマーセットを用いて全
てのｃＤＮＡについてＰＣＲを行うことにより、存在する全種類のｃＤＮＡを２５６の群
に分類することが可能である。得られた２５６群のＰＣＲ産物を電気泳動し、移動距離と
ピークを測定することによって遺伝子発現プロファイルが得られる。
本発明の態様に従う方法により分類される発現遺伝子は、図５に示すとおり、例えばマウ
スの場合、無作為に選択した１００個のマウスの遺伝子の約８５％が識別され検出される
。即ち、第１の制限酵素としてＭｓｐＩを使用し第２の制限酵素としてＭｓｅＩを使用し
た場合には、発現された遺伝子の約６６％が切断される。第１の制限酵素としてＭｓｅＩ
を使用し、第２の制限酵素としてＭｓｐＩを使用した場合には、発現した遺伝子の約１９
％が切断される。従って、第１の制限酵素と第２の制限酵素を交換することによって、全
体としては、発現された遺伝子の約８５％が識別され検出される。これにより、より正確
に遺伝子プロファイルを作製することが可能である。従来の方法において識別される遺伝
子の割合は、通常では２０から３０％、最高でも５０％である。従って、本発明の態様に
従う方法により作成された遺伝子発現プロファイルにおいて識別される遺伝子の割合は、
従来の割合よりも飛躍的に向上されたものである。理論的には１細胞に含まれる遺伝子の
ほぼ全てを認識できると言える。
ここで使用される「遺伝子発現プロファイル」語は、ある条件下における特定の細胞にお
ける遺伝子の発現パターン、公知および未知遺伝子の発現の有無、発現される全ての遺伝
子の発現量等を含む情報を示すものである。また、当該遺伝子発現プロファイルは、遺伝
子の発現を解析するための手段として使用することが可能である。
ここで使用される「ポリＡテイル」とは、一般的にポリＡとも称されるｍＲＮＡの３’末
端の配列を指す。また、ポリＡテイルに相補的な配列を有した「オリゴｄＴプライマー」
によって、当該ポリＡテイルを有するｍＲＮＡからｃＤＮＡは合成され得る。ここで使用
される「オリゴｄＴプライマー」は、一般的にはオリゴ（ｄＴ）プライマーとも称される
。オリゴｄＴプライマーによるｃＤＮＡの合成は、一般的に行われる何れかの条件により
達成することが可能である。
ここで使用される「タグ物質」および「タグ物質に高親和性を有する物質」とは、互いに
高親和性をもって特異的に結合することが可能な結合対を構成する一方の物質を指す。上
述の項目、即ち、「（１）遺伝子発現プロファイル」において記載した例においては、タ
グ物質としてビオチンを、タグ物質に高親和性を有する物質としてストレプトアビジンを
使用しているが、これに限るものではない。互いに高親和性をもって特異的に結合するこ
が可能な結合対であれば使用することが可能である。本発明に使用可能なタグ物質とタグ
物質に高親和性を有する物質の組合せの例は、ビオチンとストレプトアビジン、ビオチン
とアビジン、ＦＩＴＣとＦＩＴＣ抗体、ＤＩＧとアンタイＤＩＧ、プロテインＡとマウス
ＩｇＧ、およびラテックス粒子等を含むが、これに限るものではない。また、各組合せに
おいて、どちらがタグ物質として使用されても、どちらがタグ物質に高親和性を有する物
質として使用されてもよい。
ここで使用される「制限酵素」とは、一般的に、制限エンドヌクレアーゼとも称される酵
素であり、特定の配列において二本鎖ＤＮＡを加水分解し切断する酵素である。本発明の
態様に従う方法においては、適切な断片を得るために２種類の制限酵素ＸおよびＹを組み
合わせて使用する。本発明に使用可能な制限酵素は、発現された遺伝子であるｍＲＮＡか
ら合成されたｃＤＮＡからなる二本鎖を、識別可能な長さを有する断片に切断することが
可能な酵素が好ましい。また、得られた当該二本鎖のより多くを、好ましくは殆ど全ての
二本鎖を切断するような酵素が好ましい。そのような酵素の例を表１に示す。表１の酵素
から何れか２つを選択し、組み合わせて使用することが可能である。また、表１に示した
酵素は４塩基認識酵素であるが、その他の４塩基認識酵素、または６塩基認識酵素を使用
してもよい。特に、本発明の態様に従う方法では、４塩基認識酵素の使用が好ましく、よ
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り好ましくはＭｓｐＩとＭｓｅＩとを組み合わせて使用することが好ましい。上述の例に
おいては、制限酵素ＸとしてＭｓｐＩ（またはＭｓｅＩ）を、制限酵素ＹとしてＭｓｅＩ
（またはＭｓｐＩ）を用いた。

ここで使用される「アダプター」とは、最終的なＰＣＲ増幅の際に用いるプライマーを結
合させるために用いるものである。使用されるアダプターは、使用する制限酵素に応じて
設計される。即ち、制限酵素Ｘの認識切断部位に結合するためのＸアダプターは、制限酵
素Ｘの認識切断部位に相補的な配列を含み、更に任意の配列を有してもよい。更なる任意
の配列および塩基の長さは、ＰＣＲの効率等を考慮して設計することが可能である。好ま
しくは、Ｘアダプターは１５塩基前後で設計され得る。それによって安定したＰＣＲが行
える。制限酵素Ｙの認識切断部位に結合するためのＹアダプターは、制限酵素Ｙの認識切
断部位に相補的な配列を含み、更に任意の配列を有する。更なる任意の配列および塩基の
長さは、ＰＣＲの効率等を考慮して設計することが可能である。好ましくはＹアダプター
は１５塩基前後で設計され得る。それによって安定したＰＣＲが行える。
例えば、制限酵素ＸとしてＭｓｐＩを使用する場合の好ましいＸアダプターの配列を図６
（ａ）に、制限酵素ＸとしてＭｓｅＩを使用する場合の好ましいＸアダプターの配列を図
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６（ｂ）に示した。また、制限酵素ＹとしてＭｓｐＩを使用する場合の好ましいＹアダプ
ターの配列を図６（ｃ）に、制限酵素ＹとしてＭｓｅＩを使用する場合の好ましいＹアダ
プターの配列を図６（ｄ）に示した。しかしながら、これらに限定されるものではない。
工程ｇにおいて使用される「プライマーセット」とは、工程ｆにおいて得られた二重鎖ｃ
ＤＮＡをＰＣＲにより増幅するために使用する１組のＸとＹプライマーからなる。詳しく
は上述した通りである。ここで使用される「任意の２塩基配列であるＮＮ」は、アデニン
、チミン、グアニンおよびシトシンから任意に選択される配列である。上述した通り、任
意の配列を２塩基（即ち、ＮＮ）とした場合、１サンプルのＰＣＲによって得られるチャ
ートには、約８０から約１００のピークが含まれる。ここで、各任意の配列を２塩基とし
たのは、当該方法の簡便性と解析精度を考慮した結果である。従って、本発明の態様に従
う方法においては、好ましくは各任意の配列は２塩基ＮＮであり、好ましいプライマーセ
ットの数は２５６である。しかしながら、これに限定されるものでない。当該２つのプラ
イマーに夫々含まれる任意の２塩基配列ＮＮを、何れかのプライマー（ＸまたはＹプライ
マー）または両方のプライマー（ＸおよびＹプライマー）について３塩基以上とすること
も可能である。それによってプライマーセットに含まれるプライマーの種類が増える。そ
の場合、得られる分画は、夫々、１０２４または４０９６となる。
また、本発明の態様に従うと、ＰＣＲの後の検出を容易にするために、当該プライマーの
何れかの末端に蛍光物質を予め結合しておくことが好ましい。好ましくは、Ｘアダプター
に相補的な配列を有するＸプライマーの５’末端に結合される。本発明の方法において使
用することが可能な蛍光物質は、６－カルボキシフルオレッセイン（以下、ＦＡＭと称す
）、４，７，２’，４’，５’，７’－ヘキサクロロ－６－カルボキシフルオレッセイン
（以下、ＨＥＸと称す）、ＮＥＤ（アプライドバイオシステムズジャパン社）および６－
カルボキシ－Ｘ－ローダミン（以下、Ｒｏｘと称す）等が含まれる。
本発明の態様に従い実施されるＰＣＲ反応は、一般的に行われる条件下で実施されてよい
。例えば、９５℃１分、（９５℃２０秒、６８℃３０秒、７２℃１分）×２８回、６０℃
３０分のような条件下において行い得る。
本発明の態様に従って使用可能な電気泳動手段は、一般的に分子量により試料を分離する
ことが可能な電気泳動手段であれば何れの手段であってもよい。例えば、シークエンサ、
ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ３１００（アプライドバイオシステムズジャパン社）、ＡＢＩ　ＰＲ
ＩＳＭ　３７００（アプライドバイオシステムズジャパン社）およびＭｅｇａＢＡＣＥ　
１０００（アマシャムファルマシア社）を含む一般的な電気泳動装置が使用され得る。
（３）ピークの同定
更に、本発明の態様に従うと、上述のように得られた当該チャートの各ピークに含まれる
遺伝子を同定することも可能である。当該ピークを同定することにより、特定の状況にお
いて発現された、また、発現量の増減した遺伝子を同定することが可能である。
当該遺伝子の同定は、当該チャートにおけるピークを回収し、例えば、シーケンシング等
の一般的に行われる方法等の実験的手法によって、その配列を決定することによって行う
ことが可能である。
また、上記のような実験的手法を用いずに、コンピュータ上で、理論的に求めることも可
能である。例えば、一般的に使用可能なデータベースから入手されるデータから、使用し
た制限酵素の認識部位と切断により得られる断片の分子量を基に、コンピュータ上で同定
することが可能である。
データベースから入手した任意の遺伝子配列を特定の制限酵素で切断したときに得られる
断片の長さと、当該制限酵素の認識部位は、コンピュータのディスプレイ上で容易に決定
することができる。一方、実際に本方法において使用される制限酵素による切断で得られ
る断片の長さは、電気泳動を行うことによって明らかである。従って、使用したアダプタ
ー配列を考慮すれば、実験的に解析を行わずとも、当該断片がどの遺伝子に由来するもの
であるかを同定することが可能である。コンピュータを用いた理論的な同定法の１例は、
後述する実施例１において説明する。
また、ここで使用することが可能なコンピュータは、一般的に使用されるコンピュータで
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よく、例えば、キーボードおよびマウス等の入力部、プリンターおよびディスプレイ等の
出力部、ＣＰＵ等の演算部等を具備する装置が使用可能である。
また、データ入手することが可能なデータベースの例は、ジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ
）、ＥＭＢＬおよびＤＤＢＪ等の公共のデータバンク、並びに商用データベース等のその
他のデータバンクのデータが挙げられるが、これに限られるものではない。
また、実験的手法と理論的手法の両方を組み合わせて行うことも可能である。
（４）遺伝子発現頻度解析
また、本発明の態様に従う遺伝子発現プロファイルの作製方法では、被検細胞において発
現された遺伝子の発現量は、当該チャートに示される夫々のピークの大きさに反映される
。従って、当該ピークの大きさの変化を観察することにより、遺伝子の発現頻度を解析す
ることが可能である。
例えば、正常細胞と異常細胞との比較、正常細胞と癌細胞の比較、異なる細胞間での比較
、および異なる条件により処理された細胞間での比較等が可能である。
また、予め本方法により、特定の刺激により発現されるまたは発現量の変化する遺伝子を
同定しておけば、それ以降の試験では、その特定の遺伝子についてのプライマーのみを用
いて、一部分の遺伝子発現プロファイルを作製すればよい。それによって、目的とする遺
伝子の発現頻度を解析することが可能である。
実施例１
ｐ２１、ｍｄｍ２およびｃｙｃｌｉｎＧの発現量における放射線照射による影響
以下の通りに、ｐ２１、ｍｄｍ２およびｃｙｃｌｉｎＧの発現量における放射線照射の影
響を検討した。マウス乳ガン細胞株ＳＲ－１に対して放射線照射を行った後に得たｍＲＮ
Ａと、未照射の該細胞から得たｍＲＮＡとを用いて、遺伝子発現プロファイルを作製し、
比較した。
１．遺伝子発現プロファイルの作製
本発明の態様に従って遺伝子発現プロファイルを実際に作製した。
１－１．ｍＲＮＡの抽出とｃＤＮＡの合成
７５ｃｍ３フラスコ（Ｆａｌｃｏｎ社）中のαＭＥＭ培地中でマウス乳ガン細胞株ＳＲ－
１（横浜市大、小山博士より分与）を培養した。この細胞に対して、上部から、パンタッ
ク島津製作所を用いて７Ｇｙの放射線を照射した。照射時間は３時間とした。また、並行
して未照射の細胞を対照群として準備した。夫々の細胞から、ＦａｓｔＴｒａｃｋ２．０
ｋｉｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）を用いて総ｍＲＮＡを２０μｇ抽出した。
抽出した２０μｇのｍＲＮＡとを０．８μＬ中で１００ｐｍｏｌｅの５’－ビオチン化オ
リゴｄＴプライマー（ＢＲＬ社）と混合し、６５℃で５分間インキュベートした。氷冷し
た後、これを、逆転写バッファー２０．０μＬ中で、最終濃度５ｍＭのＭｇＣｌ２と０．
５ｍＭのｄＮＴＰミックス（ＢＲＬ社）と１０ｍＭのＤＴＴ（ＢＲＬ社）と共に、４２℃
で６０分間インキュベートした。続いて、これを、２本鎖合成バッファー１５０．０μＬ
中で、最終濃度０．２７ｍＭのｄＮＴＰミックス（ＢＲＬ社）と１．３３ｍＭのＤＴＴ（
ＢＲＬ社）と２０．０ユニットのＥ．ｃｏｌｉリガーゼ（ＢＲＬ社）と４０．０ユニット
のＥ．ｃｏｌｉ　ＤＮＡポリメラーゼ（ＢＲＬ社）と２．０ユニットのＲＮａｓｅＨ（Ｂ
ＲＬ社）と共に１６℃で１２０分間インキュベートし、続いて７０℃で１５分間インキュ
ベートし、反応を止めた。得られた反応産物を２等分し、反応産物ミックスＡと反応産物
ミックスＢとした。
１－２．反応産物ミックスＡの処理
以下のように反応産物ミックスＡを処理した。ここでは、第１の制限酵素としてＭｓｐＩ
を使用し、第２の制限酵素としてＭｓｅＩを使用した。
まず、１００μＬ中で最終濃度２０ユニットの制限酵素ＭｓｐＩ（Ｔａｋａｒａ）と、１
０μｇのｍＲＮＡを含む反応産物ミックスＡとを、３７℃で３６０分間、反応した。反応
後、エタノールを用いて精製した（５００μＬ×３回）。続いて、これを、１５μＬのＴ
４　ＤＮＡリガーゼバッファー中でＧＣの配列（即ち、制限酵素ＭｓｐＩの切断断片部位
の相補的配列である）を有する５．０μｇのＸアダプター（ＢＲＬ社）と、１０ユニット
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のＴ４　ＤＮＡ　リガーゼ（ＮＥＢ社）を用いてライゲーションした。続いて、この反応
液に、ストレプトアビジン（ダイナル社）を固定した磁気ビーズを添加した。固定された
ストレプトアビジンに対して、反応液中の二本鎖に含まれるビオチンを結合し、ライゲー
ション産物を得た。
続いて、これを、２００μＬ中で最終濃度５０ユニットの制限酵素ＭｓｅＩ（ＮＥＢ社）
と、３７℃で３６０分間、反応した。その上清を別のチューブに移し、エタノールで精製
した（１０００μＬ×３回）。続いて、これを、１０μＬのＴ４　ＤＮＡリガーゼバッフ
ァー中でＡＴの配列（即ち、制限酵素ＭｓｅＩの切断断片部位の相補的配列である）を有
する１０ｐｍｏｌｅのＹアダプター（ＢＲＬ社）と、１０ユニットのＴ４　ＤＮＡ　リガ
ーゼ（ＮＥＢ）を用いてライゲーションを行った。
次に、得られたライゲーション産物についてＰＣＲを行った。ここでは、Ｘアダプターに
相補的な配列を有するＸプライマーの５’側には、３種類の蛍光色素ＦＡＭ、ＮＥＤおよ
びＮＥＤの何れかが結合されている。更に、Ｘプライマーは３’側に任意の２塩基ＮＮを
有する。一方、Ｙアダプターに相補的な配列を有するＹプライマーは３’側に任意の２塩
基ＮＮを有する。各ＮＮと蛍光色素の組合せは図４に示す通りである。図４には標識に用
いた物質毎、即ち、ＦＡＭで標識した配列をａの欄に、同じくＨＥＸをｂの欄に、ＮＥＤ
をｃの欄に、また、（ＸプライマーのＮＮ）－（ＹプライマーのＮＮ）として任意の２塩
基配列を記載した。ここで、３種類の蛍光プローブを用いているが、これは作業効率を上
げるために行っている。従って、１つの蛍光プローブを用いても同様に実施することが可
能である。
具体的には、ライゲーション終了後、その反応液をトリス塩酸緩衝液（以下、ＴＥと称す
）を用いて６１２μＬに希釈した。この希釈反応液の１μＬに対し、図４に示すＦＡＭと
ＨＥＸとＮＥＤの各々の欄に具備される第１の配列、即ち、ａ）ＦＡＭでは「ＡＡ－ＡＡ
」、ｂ）ＨＥＸでは「ＣＴ－ＡＡ」およびｃ）ＮＥＤでは「ＣＡ－ＡＡ」、のプライマー
を含有する各々１μＬの溶液を混合したものを添加して混合した。同様に、各々の位置に
記載した配列のプライマーを３つ１組で混合したものと該希釈反応液の１μＬとを混合し
た。ａ）ＦＡＭの第８１から第９６までは対応するＨＥＸとＮＥＤが存在しないので、単
独で該希釈反応液の１μＬと混合した。以上の操作によって２５６種類からなるプライマ
ーセットから生じるＰＣＲ反応産物を９６の電気泳動用サンプルとした。
この９６の電気泳動用サンプルについて電気泳動を行った。電気泳動は、キャピラリーシ
ーケンサー（ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　３１００、アプライドバイオシステムズジャパン社）
を使用し、泳動電圧１５ｋＶおよび泳動時間２０００秒の条件下で行った。電気泳動の結
果は、横軸に移動距離を指標とした分子量、縦軸に蛍光強度を指標とした発現量を示すチ
ャートとして得た。１つのサンプルに３種類の蛍光物質で標識されたＰＣＲ産物が含まれ
るが、波長を変えることによってこれらは識別される。
１－３．反応産物ミックスＢの処理
第１の制限酵素としてＭｓｅＩを使用し、第２の制限酵素としてＭｓｐＩを使用すること
以外は、上述の反応産物ミックスＡと同様に反応産物ミックスＢを処理した。また、反応
産物ミックスＡと同様に、９６サンプルについて電気泳動を行ってチャートを得た。
上述した１－１と１－２と同様の方法によって、遺伝子発現プロファイルを電気泳動結果
のチャートとして得た。
１－４．遺伝子データベースの解析
得られた遺伝子発現プロファイルに検出されたピークについて、そこに含まれる遺伝子を
同定するために、データベースのデータを用いて、使用した制限酵素の切断部位と、切断
により得られる断片に関する情報を得た。
まず、ジェンバンク（ＧｅｎＢａｎｋ）の遺伝子データベースからのｍＲＮＡの全長が明
らかな遺伝子と、一部の配列のみ登録されているＥＳＴからの全てのデータを集積し、種
類毎に各遺伝子に由来するデータを１つに纏めた。集めたデータからコンセンサス配列を
求めた。コンセンサス配列とコンセンサス配列を構成するのに用いた配列の一部分を図７
に示す（図７）。最上部に示した配列がコンセンサス配列である。ここで使用する「コン
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センサス配列」とは、１種類の遺伝子の同じ部位に関して、複数の配列が同定されている
全ての配列に、高い確率で共通している配列を決定することにより得られた共通配列をい
う。図６では、例としてのヒトアリラミンＮ－アセチルトランスフェラーゼの遺伝子配列
の一部分を示した。
次に、このコンセンサス配列と、コンセンサス配列を構成するのに用いた全てデータにつ
いて、３’側に一番近い制限酵素Ｘの認識配列を検出した。次に、制限酵素Ｘの認識部位
から３’方向で最も近くにある制限酵素Ｙの認識配列を検出した。ＭｓｐＩ、の認識配列
は、Ｃ／ＣＧＧであり、「／」の位置において切断される。また、ＭｓｅＩの認識配列は
、Ｔ／ＴＡＡである。更に、そのようにして得られた制限酵素ＸおよびＹの切断断片から
得られるＤＮＡの塩基数を理論的に算出した。以上のようにして得られたデータの１例を
図８に示す（図８）。
図８では、ジェンバンクのデータベースからのデータとＥＳＴの多くの登録データから、
１０４ｂｐの切断断片が得られることが分かる（図８の「ｌｅｎｇｔｈ」の欄を参照され
たい）。しかしながら、また、当該データからは、幾つかのデータには変異またはシーケ
ンスの読み違いがあり、２３ｂｐの切断断片も得られる可能性も示唆されている（図８の
「ｌｅｎｇｔｈ」の欄を参照されたい）。
続いて、前記遺伝子データの中から、放射線照射により発現が増加することが明らかとな
っている遺伝子、ｐ２１、ｍｄｍ２、ｃｙｃｌｉｎＧおよびｇａｄｄ４５について、その
切断断片長と、制限酵素認識部位の内側の２塩基の配列を調べた。
１－５．遺伝子の同定
上述の１－２および１－３により得られたデータと、１－４により得られたデータを比較
検討することにより、本発明の遺伝子発現プロファイルで検出されたピークに含まれる遺
伝子の同定を行った。
データベースから得られたｐ２１、ｍｄｍ２、ｃｙｃｌｉｎＧおよびｇａｄｄ４５の切断
断片長と、制限酵素認識部位の内側の２塩基の配列を元に、本方法において使用した５１
２種類のプライマーのうち、どのプライマーセット、即ち、ＸプライマーとＹプライマー
のセット、からｐ２１、ｍｄｍ２、ｃｙｃｌｉｎＧおよびｇａｄｄ４５が検出されるのか
が判明した。
また、同様に検出されるＤＮＡの長さが明らかにされた。それを基に、電気泳動により分
離した分子のうち、対応する分子量に相当するピークを分取した。分取されたピークに含
まれるＤＮＡについてシーケンシングにより塩基配列を調べ、目的の遺伝子、即ち、ｐ２
１、ｍｄｍ２、ｃｙｃｌｉｎＧおよびｇａｄｄ４５、であることを確認した。
１－６．ｐ２１、ｍｄｍ２、ｃｙｃｌｉｎＧおよびｇａｄｄ４５の発現量における放射線
照射の影響
上述の方法により得たｐ２１、ｍｄｍ２およびｃｙｃｌｉｎＧの夫々の遺伝子のピークを
、図９、１０および１１に示した。各図の上段のチャートが放射線未照射の細胞から得た
ｍＲＮＡ由来の遺伝子発現プロファイルの１部分である。下段のチャートは３時間の７Ｇ
ｙ被照射細胞から得たｍＲＮＡ由来の遺伝子発現ファイルの１部分である。矢印により目
的の遺伝子のピークを示した。
図９から１１に示す通り、放射線照射によりｐ２１、ｍｄｍおよびｃｙｃｌｉｎＧは、夫
々、発現量が増加することが確認された。また、データは示していないが、ｇａｄｄ４５
についても同様の結果が得られた。
実施例２
遺伝子発現頻度解析
更に、遺伝子発現頻度解析を行った。細胞は、分裂酵母（以下、Ｓ．ｐ．と示す）と出芽
酵母（以下、Ｓ．ｃ．と示す）を使用した。実施例１と同様にｍＲＮＡを抽出し、得られ
た総ｍＲＮＡの混合比を、Ｓ．ｐ．のｍＲＮＡ量を０、０．０２、０．２、１、２および
２μｇ、Ｓ．ｃ．のｍＲＮＡ量を２、２、２、２、２および０で、図１２に示す通りに夫
々混合した。
上記のように調製した６種類のｍＲＮＡ調製物について、実施例１に記載した通りに遺伝
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得られた遺伝子発現プロファイルの１部分のチャートを図１３に示す。各チャートの由来
するｍＲＮＡ調製物の組成は、夫々の左側に示した。最上段のチャートはＳ．ｐ．の遺伝
子発現プロファイルの１部分を示し、最下段のチャートはＳ．ｃ．の遺伝子発現プロファ
イルの１部分を示す。
図１４は、図１３に示したチャートにおけるＳ．ｐ．に由来するピークを縦軸で結んだも
のである。図１４に示すとおり、当該ｍＲＮＡ調製物中に含まれるＳ．ｐ．のｍＲＮＡ量
に依存してピークの大きさが変化していた。
実施例１および２から、本発明の方法により遺伝子発現プロファイルが作製され、且つ得
られた遺伝子発現プロファイルに示される遺伝子の発現量は、試料中に存在するｍＲＮＡ
の量を充分に反映していることが明らかになった。従って、本発明の方法により、遺伝子
発現頻度を解析することが可能である。
本発明の態様に従う方法によって、広範囲に発現される遺伝子に関する遺伝子発現プロフ
ァイルが簡便に作成できる。また、そのような遺伝子発現プロファイルによって、従来の
方法に比べて格段に多くの発現遺伝子、即ち、発現されたほぼ全ての遺伝子を識別するこ
とが可能である。また、本発明の態様に従う遺伝子発現プロファイルは、各遺伝子の識別
を１つ１つの遺伝子毎に行うことが可能である。また更に、それは遺伝子の発現量を反映
しているので、遺伝子発現頻度を解析することも可能である。特に、未知の遺伝子に関し
ても、既知の遺伝子と同様にその発現頻度を解析することが可能である。
更なる利点および変更は、当業者によって容易に見出されるであろう。従って、その広範
な側面において本発明は、ここに示した詳細な説明および典型的な態様に限定されるもの
ではない。従って、添付された請求の範囲およびその均等物により明示される全般的な発
明の思想の精神または範囲から逸脱することなく、種々の変更が可能である。
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
本明細書に組み込まれ、その一部分をなす添付の図面は、必然的に、本発明の好ましい態
様、並びに、上述の一般的な記載および後述の好ましい態様の詳細を説明するものであり
、また、本発明の基本的な思想を説明するために使用される。
図１は、本発明の態様に従う遺伝子発現プロファイルの作製方法の概要を示す図である。
図２は、本発明の態様に従う遺伝子発現プロファイルの作製方法を示すスキームである。
図３は、本発明の態様に従って得られる遺伝子発現プロファイルの１部分を示すチャート
の例である。
図４は、任意の２塩基配列の組合せを示す図である。
図５は、本発明の態様に従う遺伝子発現プロファイルにより検出される遺伝子の割合を示
す図である。
図６は、好ましいＸアダプターとＹアダプターの例を示す図である。
図７は、データベースから得たヒトアリラミンＮ－アセチルトランスフェラーゼの一部の
遺伝子配列を示す図である。
図８は、制限酵素により得られる断片についての情報の例を示す図である。
図９は、ｐ２１の発現を示す遺伝子発現プロファイルの１例の１部分を示す図である。
図１０は、ｍｄｍ２の発現を示す遺伝子発現プロファイルの１例の１部分を示す図である
。
図１１は、ｃｙｃｌｉｎＧの発現を示す遺伝子発現プロファイルの１例の１部分を示す図
である。
図１２は、実施例２で使用されたｍＲＮＡ調製物の組成を示す図である。
図１３は、実施例２において得られた遺伝子発現プロファイルの１部分を示す図である。
図１４は、実施例２において得られた遺伝子発現プロファイルの１部分を示す図である。
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【図１１】 【図１２】
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