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SAGE法によるヒト血液細胞の遺伝子発現解析
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〈研究の目的と進め方〉
生体防御機構（免疫）、特に炎症、免疫疾患をターゲッ

トにした遺伝的要因の同定と分子レベルでの解明の為、
生体防御機構に中心的な役割を担う血液細胞（特に樹状
細 胞 ） に 焦 点 を 絞 り Serial analysis of gene
expression(SAGE)を用い包括的な遺伝子発現解析を行う
ことを目的とする。

樹状細胞は、CD4+ナイーブT細胞に抗原提示をするな
ど、免疫系において極めて重要な役割を果たしている。
各樹状細胞の分化過程及び機能を解明することは、基礎
的な免疫体系を理解する為ばかりでなく、樹状細胞が関
与する各種ヒト疾患の診断や治療手段の新たな開発にと
ってもきわめて重要である。我々は、ヒト単球からの樹
状細胞の分化に伴う遺伝子発現を SAGE法により検討を
進めてきた。

SAGE法はKinzlerら(Science 270:484, 1995)によって開
発された各細胞・臓器における多数の遺伝子の迅速なス
クリーニング技術であり、14bpからなる各cDNAを
concatemer（数珠繋ぎ）にしプラスミドベクターに挿入
し遺伝子配列を決定する。SAGE法は、未知、既知にか
かわらず遺伝子の発現を何万という単位で包括的に調べ
ることが可能な方法であり、発現解析データを数値化で
きるところを特徴とする。数万個のcDNA断片配列を決
定しSAGEデータベースを検索することにより正確に各
細胞・臓器における各遺伝子の発現が判る。SAGE法を

用いた遺伝子発現の研究では、癌細胞、酵母などがある
が、血液細胞で遺伝子の発現パターンを調べたという報

告はなく、私達が世界で初めて血球細胞（単球／マクロ
ファージ、樹状細胞）の何万という単位の遺伝子発現パ
ターンを明らかにした。これらの結果から、単球から樹
状細胞への分化の際に発現が上昇する遺伝子及び減少す
る遺伝子の情報を得た。また、これらの既知の遺伝子以
外はESTに報告のある遺伝子、未だ報告のない遺伝子が
このSAGEのデータベースに含まれている。樹状細胞が
発現している遺伝子及び分化に伴って発現してくる遺伝
子の同定は世界的にほとんど報告がなく、これらで得ら
れる情報によりクローニングされる新規遺伝子は、癌ワ
クチンへの応用が期待される樹状細胞の機能を明らかに
すると共に、免疫学の進歩に多大な貢献をすると期待さ
れる。さらに T細胞、B細胞, NK細胞など他の血液細胞
の発現遺伝子を調べることによりそれぞれの血液細胞特
有の遺伝子を検索し、 これらのデータベースをもとにし
て炎症、免疫疾患の遺伝的要因の同定と分子レベルでの
解明を行う。

図には研究の目的および進め方を示した。研究を進め
ていく上での方法としてSAGE法だけでなく、微量サン
プルの検出、DNAアレイの開発など新たな解析法の開発
も行う。

〈研究開始時の研究計画〉
1) SAGE法を使って得た単球から未成熟樹状細胞への分
化および未成熟から成熟樹状細胞の分化に伴って発現し

てきた遺伝子の中で機能が知られていないものをESTの
情報をもとに、樹状細胞のfull length cDNAライブラリー
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を作成し、digシステム（ベーリンガーマンハイム社）を
用いプラークハイブリによりクローニングする。つづい
てこの新規遺伝子の発現分布を各組織、各細胞について
ノーザンブロッティングにより解析する。
2)成熟樹状細胞に高頻度に発現している機能不明な遺伝
子の機能を解析するため、大腸菌でGST-fusionタンパク
質を発現させ、抗体を作成する。
3) 他の樹状細胞サブセットであるランゲルハンス細胞,
リンパ球系樹状細胞についてSAGE法で包括的遺伝子解
析をする。T細胞、B細胞など他の血液細胞の発現遺伝子
を調べることによりそれぞれの血液細胞特有の遺伝子を
検索
4) これらの個々の血液細胞発現遺伝子のデータベース化
を行う。
5)これらのデータベースをもとにして炎症、免疫疾患の
遺伝的要因の同定と分子レベルでの解明を行う。
6) 微量なサンプルに対しても包括的遺伝子発現解析を可
能にするため、1ugのTotal RNAからのSAGE法を確立す
る。
研究期間中の新たな計画
1)LongSAGE法を用いた未知の遺伝子のクローニングお
よび機能解析: 現在のSAGE法は制限酵素BmsFIを用いて
遺伝子の断片化を行っているが、この方法においては遺
伝子を特定するのには14bpの断片しか解析できず、特定
できる遺伝子が限られてくる。そこで新たに制限酵素
MmeIを使うことによって得られる21bpの遺伝子断片の
解析を行う予定である。21bpの遺伝子断片であればゲノ
ム上の位置が特定でき、SAGE法で得られた遺伝子断片
のほとんどが特定可能となる。
2) 5’ SAGE法の開発：通常のSAGE法は遺伝子の3’側
を特定するものであるが、この方法はオリゴキャッピン
グ法を利用してリンカーを付加後、従来のSAGE法と同
様な方法で、5’側の発現開始点、発現頻度、プロモータ
領域の検索に利用できる。

〈研究期間の成果〉
ヒト成熟樹状細胞およびTh1,Th2細胞の包括的遺伝子発
現解析

SAGE法でヒト単球、GM-CSFとIL-4で単球より誘導し
た未成熟樹状細胞および、LPS刺激にて成熟させた樹状
細胞の転写産物を１3万個以上シークエンスし、樹状細胞
が発現する遺伝子、既知、EST、未だ報告のない遺伝子
を含めて16,000種類以上の転写産物の情報を得た（表１）。

未成熟、成熟樹状細胞は今までの報告通りclassIIに関与
する遺伝子を高頻度に発現していた。単球から成熟樹状
細胞に分化するに伴って発現する既知の遺伝子は細胞骨

格、細胞の移動に関与する遺伝子および、ケモカインが
上位を占めていた。さらに、成熟樹状細胞に特異的な遺
伝子を見い出すため、LPSで刺激した単球のSAGEライブ
ラリーとLPS刺激成熟樹状細胞のSAGEライブラリーを比
較し、幾つかの遺伝子 (IFN-誘導遺伝子, EBI3, HEM45

等)を成熟樹状細胞に高頻度に発現している遺伝子として
同定した。これらの遺伝子の機能は未だ明らかになって
おらず、成熟樹状細胞に高頻度に発現していることを考
えると、免疫の調節に非常に重要な役割を担っていると
予想される。また、ヒトナイーブCD4 T細胞からIL-12及
びIL-4を用いてTh1, Th2型のT細胞を作成し、PHAと
ionomycinで刺激した時の包括的遺伝子解析も行った。
Th1, Th2細胞から合わせて64,510 tag 解析し、22,096個の
遺伝子産物を得た。表2には活性化Th1及びTh2細胞が発
現する上位10個の遺伝子を示した。Th1細胞では免疫能
を上昇させるIFN-γ, IL-2などの遺伝子発現頻度が高かっ
た。

ヒトランゲルハンス細胞の包括的遺伝子発現解析
樹状細胞サブセットであるランゲルハンス細胞(LC)に

ついてSAGE法で包括的遺伝子発現の解析を行った。LC
のcDNAから56,695のtagを解析し、21,270種類の転写産物
を得た。LCは、未成熟樹状細胞の遺伝子発現パターンと
非常に良く相関していた。また、未成熟樹状細胞、成熟
樹状細胞の結果と比較したところ、LCではDNase I-like
3, RNase A, serine and matrix metalloproteinases (MMPs)
などの酵素、また、Tight-Junction Proteins, Claudin 1 が
有意に発現していた。LCはtight-junctionを通りぬけ、表
皮に移動することからClaudin 1などのタンパク質を発現
し、もともと存在するタンパク質と競合置換することで
tight-junctionを通過すると予想される。また、細胞の移
動だけでなく、これらの酵素によって異物の破壊、細胞
組織の修復を行い、皮膚の恒常的な維持に関与している
と考えられる。

ヒトNK細胞およびCD8T細胞(CTL)の包括的遺伝子発現解
析

他の血液細胞の発現遺伝子を調べることによりそれぞ
れの血液細胞特有の遺伝子を検索する目的で、NK細胞及
びCD8 T細胞をSAGE法を用いて解析した。全体で
85,848tagをシークエンスし、20,000種類以上の転写産物
を得た。これらのライブラリーにおいてMHC classI及び
タンパク質合成に関する遺伝子が豊富に発現していた。
ま た 、 こ れ ら の 転 写 産 物 の 内 細 胞 障 害 に 関 す る
granulysin, perforin, granzyme B及びα-defensin 1はNK細
胞で高頻度に発現していた。一方、CD8T細胞は細胞障
害 性 に 関 す る 遺 伝 子 は 発 現 し て い な か っ た が 、
chemokine, tumor necrosis factor familyに属する遺伝子を
高頻度に発現していた。また、我々はin vitroでα-
defensin 1がメモリー、及びエフェクターCD8T細胞に対
して遊走活性をもたないが、ナイーブCD8T細胞に対し
て活性を持つことを示し、さらにNK細胞の増殖、活性化
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及び生存に重要なサイトカインであるIL-15がNK細胞の
α-defensin 1の発現を増強することを見いだした。NK細
胞及びCD8T細胞において発現する遺伝子の同定はウイ
ルス感染細胞及び癌細胞に対する免疫反応におけるこれ
らの細胞の機能を明らかにする上で重要と考えられる。

ヒト白血球の遺伝子発現解析
上のNK細胞、CD8 T細胞に加えて血液細胞naïve T,

resting Th1(CCR4-), resting Th2(CCR4+), activated Th1,
activated Th2細胞、樹状細胞、顆粒球、単球、GM-CSF
及びM-CSF誘導マクロファージなどのサブセット、17ラ
イブラリーの遺伝子発現解析を行った。

70万以上の転写産物を解析し、一度しか出現しなかっ
たtagはシークエンスエラーと考えて除き、２度以上発現
したtagの総数は38,961個であった。Unigeneのデータベ
ースを用いて遺伝子数を計算したところ遺伝子の種類と
しては27,323個であった(表３)。27,236個の中で細胞(細
胞あたりの遺伝子発現を30万コピーとして計算)あたり
501コピー以上発現していた遺伝子は73種類であり、逆に
5コピー以下の遺伝子は21,323種類であり全体の78%であ

った。この結果から、通常、細胞あたりほとんどの遺伝
子が低頻度で発現していることが明らかとなった（表４）。
これらの解析結果については森下研究室との共同研究で
URL (図2、http//bloodsage.gi.ku-tokyo.ac.jp/)に公開し
た。

白血球細胞の分類
次に遺伝子発現の観点から白血球細胞を分類した。図3

にはヒト白血球ライブラリーのクラスター解析による分

類の結果を示す。遺伝子発現による分類は、大きくはリ
ンパ球系、骨髄系に分かれ、同じ系列のライブラリー間
で遺伝子発現が似通っていた。このクラスター解析の結
果から、今までの機能、分化による分類と同様に、機能

が近いもの、分化経路が類似しているものが遺伝子発現
上でも近隣していることが示された。

血液細胞は一般的にリンパ球系、骨髄系に分類される。
分化経路が異なるためであるが、機能的な違いについて
はあまり解析されていない。そこで、遺伝子発現の観点

からこの２つの集団でどのような違いがあるか解析した。
図4はそれぞれの集団で共通に発現し、なおかつ発現頻度
が他方に比べて高いものを示した。骨髄系細胞では代謝
系、シグナル系、細胞骨格系、タンパク分解系の遺伝子
の発現がリンパ球系に比べて高かった。一方で、リンパ
球系ではリボゾーマルタンパク質の発現が特に高かった。
骨髄系は、初期の生体防御機構にたずさわっており、異
物の代謝や細胞の移動が活発なためにこのような遺伝子
が高頻度に発現していると予想された。

抗原提示細胞での遺伝子発現
血液細胞中で単球、マクロファージ、DC、B細胞のよ

うな細胞(APC)は外来性の抗原をT細胞に提示するといっ
た免疫反応に非常に重要な役割を担っている。次にこの
抗原提示細胞で特異的に発現する遺伝子について解析し
た。予想通り、主な発現遺伝子は組織適合性抗原(MHC)
クラスIIと関係する遺伝子群であった。加えて抗原提示
細胞特異的な遺伝子は細胞骨格、新陳代謝、蛋白質分解
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に関与するgelsolin-like protein, acid phosphatase 5, D
component of complement, N-acetylglucosamine kinase,
solute carrier family 16であった。これらの分子について
抗原提示に関与するという報告はなされていないが、抗
原提示の各ステップに関与していると考えられる。

白血球特異的な発現遺伝子
白血球に特異的な遺伝子を解析するために、白血球中

の SAGE tagを 他 の 組 織 の SAGEデ ー タ ベ ー ス
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/)からの合計
4,280 ,231のtagと比較した。その結果、L-plastin 1、
proteoglycan 1およびdual specificity phosphatase2が他の
組織と比較して、白血球の中で選択的に発現していた。
このうちの1つ、L-plastinはそのアクチン結合ドメインを
通してアクチン・フィラメントを重合させることができ、
また癌の転移などにも関係がある。このことからL-
plastinは白血球細胞の運動性を調節していると予想され
る。dual specificity phosphatase 2は、MAP kinase
phosphatase であり白血球機能のメンテナンスにとって

重要かもしれない。これらの分子は白血球特異的なマー
カと考えられ、組織への白血球細胞の浸潤などの解析に
利用できるであろう。

リンパ球系樹状細胞(plasmacytoid DCs)の包括的遺伝子発
現解析

樹状細胞サブセットであるリンパ球系樹状細胞につい
てSAGE法で包括的遺伝子解析しを行い、他のサブセッ
トとの遺伝子発現の相違について検討した。リンパ球系
樹状細胞に高発現している遺伝子は単球由来成熟樹状細
胞と非常に似ていた。一方、成熟樹状細胞と比較して
nucleophosmin, isoleucin-tRNA synthetase, topoisomerase
II binding protein, heterogenous nuclear ribonucleoprotein
D, nucleolinなどの核酸関連遺伝子が多数発現していた。
このことはリンパ球系樹状細胞がウイルス感染に非常に
重要であるという報告があることからこれらの遺伝子群
がウイルス除去などの機能に密接に関与していると考え
られた。

LongSAGE法を用いた遺伝子発現解析
現在のSAGE法は制限酵素BmsFIを用いて遺伝子の断

片化を行っているが、新たに制限酵素MmeIを使うこと
によって、21bpの遺伝子断片の解析を行った。これらの

結果をoriginal SAGEと比較したところ非常によく相関し
ていた。またこの結果長い遺伝子断片を用いてほとんど
の遺伝子が同定可能になった。
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SAGEとDNA microarrayを利用したT細胞の新規分泌・膜
蛋白の同定法の開発:

SAGE法により明らかにしたヒト刺激Th1細胞、刺激
Th2細胞、刺激T細胞の遺伝子発現プロファイルからそれ

ぞれの細胞において選択的に発現し,かつその遺伝子産物
が機能未知である遺伝子のDNAチップを作成し、次に平
衡化密度遠心法により得た膜分画のmRNAを使いDNAチ
ップにて分泌・膜蛋白候補遺伝子をスクリーニングした。
その結果、ヒト刺激Th1、刺激Th2、刺激T細胞それぞれ
において2個、1個、6個の遺伝子が新規の分泌・膜蛋白を
コードしていると予想された。遺伝子の全長が報告され
ている6個のうち、4つの遺伝子については、signal
sequenceまたは膜貫通部の存在が予測された。３個の
ESTのうちの１つの全長を決定したところ、その遺伝子
産物は4回貫通膜蛋白であることが予測された。我々が開
発した方法は、従来の方法と比較して効率的に新規の
膜・分泌蛋白を同定することができる。多くの検体にこ
の方法を応用することにより、さらに多くの新規分泌・
膜蛋白コード遺伝子の同定が可能となった。

5’SAGE法の開発
現在のSAGE法は3’側の特定の断片を用いて遺伝子を

特定するものであり21bpの断片を用いることで遺伝子の

ゲノム上の位置を決定することができる。しかしながら
5'端の情報は正確でないものが多く、これらのデータか
ら得た遺伝子の機能を明らかにする上で問題となること
が明らかになった。それらの問題を克服し、さらに詳細

な解析を行う為、転写開始点及び遺伝子発現頻度を観察
できる5’-end serial analysis of gene expression（5’
SAGE法）の開発を行った。ヒトゲノムプロジェクトで
は遺伝子がEST、完全長cDNAおよび計算上の分析
(Genscan、FGENESおよび他のプログラム)から得られた
情報に基づいて推定されている。しかしながら、計算上
の分析には限界があり、推定された遺伝子が現実に発現
したという決定的な証拠はない。mRNA転写開始点の検
索は、遺伝子の完全長cDNAの単離だけでなくプロモー
タ領域の分析において不可欠であり、5'SAGE法はこれら
を特定するのに非常に有用な方法である。その結果、私
はSAGE法とオリゴキャップ法を組み合わせた方法を用

いて包括的な転写開始点のtagの取得に成功し、その概略
を図６に示す。

HEK293ヒト細胞ライブラリーの5’SAGEタグ25,684個
のうち、19 ,893個がヒトゲノムに一致し、RefSeq、
UniGene、およびDBTSSデータベースを用いて評価した
ところ、このゲノムに一ケ所マッチした15,448個のタグ
の中で、5’SAGEタグの85.8～96.1%が既存のmRNA開始
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部位の-500～+200bp内にマッチした。この結果からほと
んどのタグが転写開始点を示していることが示唆された。
一方、遺伝子の多くは複数の転写開始点が存在すること
が知られている。その代表的な例として5’SAGE法で明
らかにしたNeurofilament 3 の転写開始点と発現頻度を図
7に示した。この図を見てわかる通り転写開始点が複数存
在し、さらにその発現頻度は異なっている。また、転写
開始点と多様なmRNA(alternative splicing)の関連を示す

為、それぞれのタグに一番近いESTを示してある。また、
Ramos(Burkitt’s lymphoma)を用いて5’SAGEライブラ
リーを作製しHEK293同様、既存のデータベースを用い
て評価したところmRNA開始部位の-500～+200bp内に94

～99%マッチした。このことから5’SAGE法は遺伝子の
完全長cDNAの完成および遺伝子発現を調節するプロモ
ータ領域の解析に有用であると考えられた。最近、転写
産物の中にはmiRNAを始めとしてタンパク質をコードし
ていないnon-coding RNAが数多く報告されている。この
ような転写産物の一部はRNA polymeraseIIによって転写
されcap構造やpoly(A)配列が付加されていることから5’
SAGE法を利用することで未知のnon-coding RNAの同定
が可能であり、最近明らかになってきた複雑な遺伝子発
現制御機構を理解する上でも非常に有用と思われる。ま
た、これまでに転写開始点とmRNAのスプライシングに
関連があることが幾つか報告されている。mRNAのスプ
ライシングにより、同一の遺伝子領域から発現してくる
遺伝子が異なった機能を持ったタンパク質に翻訳される
と考えられ、転写開始点を調べることでタンパク質の多

様性を明らかにできると考えられる。特に癌、免疫系遺
伝子の数多くにスプライシング型が存在することが知ら
れ、そのスプライシング型を測定することは複雑な癌化、
免疫システムを理解する上で非常に重要となる。以上の
点から5’SAGE法により様々な生物の細胞および組織の
詳細なトランスクリプトーム解析が促進されると予想さ
れ る 。 HEK293 , Ramosの デ ー タ に 関 し て は
http://5sage.gi.k.u-tokyo.ac.jp/にて公開している。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ヒト血液細胞の遺伝子発現パターン情報としては内外

で随一であり、今後の免疫学の進歩に多大な貢献をする
と期待される。また、DNA アレイやSAGE法を用いた包
括的な遺伝子発現解析がなされているが、転写開始点か
らの遺伝子の発現パターンを調べたという報告はなく、
我々が世界で初めて転写開始点とその遺伝子発現を何万
という単位で測定できる方法を確立した。この方法を最
近のNature Biotech(Vol.22, 1146-1149, 2004)に報告し、そ
の意義についてNature Methods(Vol.1, 3, 2004)にも
research highlightsとして挙げられ国際的にも高い評価を
受けている。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
樹状細胞に高頻度に発現している機能不明な遺伝子の

機能解析が特許も含めて予想外に時間がかかっている。
SAGE法のような包括的解析ではホモロジーから単離す
るような遺伝子と異なり機能が全くわからないものが多
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い。解析をするために多くのスクリーニング、さらにト
ランスジェニックマウスなどの作成により機能を特定し
ようと試みていることで目的の達成が遅れている。さら
に幾つかの遺伝子に関しては、研究遂行中に他のグルー
プより報告されてしまった。

微量なサンプルすなわち1-1000細胞に対しての包括的
遺伝子発現解析を可能にするSAGE法の確立に関する目
標は、現在まだ達成されていない。現在までの経過は以
下の通りである。通常のRNA増幅法であるT7 RNA
polymerase増幅法により10-1000細胞のRNAを増幅し、
SAGE法を行った。この結果を1X108個の細胞で行った
SAGEと比較したところ相関係数は約0.7程度であり、遺
伝子発現の増減は再現できるが、SAGE法の特色である
発現頻度を正確にだすところまでには至っていない。原
因として遺伝子の長さなどによりRNAが増幅されにくく
なっている可能性もあり、現在、完全長DNAでなく制限
酵素NlaIIIで切断したDNAでRNA増幅を検討している。

（通常RNA増幅は、完全長DNAを用いて行われる）SAGE
法はもともと遺伝子断片を解析する技術であり、切断後
の短い遺伝子を使い増幅することで、より遺伝子増幅の
効率(遺伝子間の増幅のばらつき及び増幅速度)を上げる
ことが期待される。

〈今後の課題〉
1) 単球からの樹状細胞の分化に伴う遺伝子発現を SAGE
法により検討を進めてきた。これらの結果から、単球か
ら樹状細胞への分化の際に発現が上昇する遺伝子及び減
少する遺伝子の情報を得た。この結果から得た機能不明
の遺伝子に関しては現在もクローニング中、トランスジ
ェニック作成中または、抗体作成中であり機能を特定す
るに至っていないのが現状である。今後これらの遺伝子
についての解析を継続させ免疫に中心的な機能を担う樹
状細胞の新たな機能を分子生物学的に解析するとともに
癌ワクチンへの応用に発展させていきたい。
2) 各血液細胞特有の遺伝子発現解析をしたわけである
が、この解析では発現している遺伝子中の発現量の高い
ものが検出されているだけで今後さらに解析数を5’
SAGE法も用いながら増やし詳細な遺伝子発現解析を行
う必要があると考えられる。さらにデータベースをもと
にして炎症、免疫疾患の遺伝的要因の同定と分子レベル
での解明を行う為、解析する疾患の絞り込みならびに疾
患サンプルの取得に関しての多くの問題を解決していく
必要があると考えられる。
3) ゲノム研究関連特定研究領域で解析の対象となる真核
生物から5’SAGEライブラリーを作製し、それらの
cDNAライブラリーからのクローンの5’端EST配列を決
定することで、遺伝子の転写開始点の詳細とそのコアプ
ロモータ領域を同定する。さらに現在までのゲノムプロ
ジェクトで利用していたESTならびに完全長cDNAの代わ
りにこの方法を用い安価で短時間で遺伝子発現領域を特
定し今後行われる生物のゲノムプロジェクトに役立てる。
4) 5’SAGEライブラリー作製法の効率化（コスト、時間
など）を進める。
5) 5’ SAGE法 に 使 用 す る RNAの 微 量 化 (T7 RNA
polymeraseによるRNA増幅を利用し、ngレベルのtotal
RNAからライブラリーを作製する。臨床サンプルや発生
初期の細胞は非常に得られる数が限られているためこれ
らを積極的に行う。
6)5’SAGE法を利用したnon-coding RNAの同定及び定量
化の開発：polymerase IIで転写されたnon-coding RNAは
5’SAGE法で同定可能である。そこでデータ数を大規模

にし未解析な転写産物の生物学的意義を明らかにする。
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