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DNAアレイを用いた免疫疾患の病態解析
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〈研究の目的と進め方〉
生体内の免疫応答は、細胞性免疫を制御するTh1、体

液性免疫を制御するTh2の二種類のヘルパーT細胞によっ
て調節されているが、この二つの細胞のバランスが崩れ
ると様々な免疫疾患を引き起こすと考えられている。
我々はこれまでに、肝炎、アレルギー性喘息等の抗原特
異的な免疫疾患モデルを確立し、Th1、Th2主導の免疫応
答がそれぞれ異なるタイプの炎症反応を引き起こすこと
を見出している。そこで、本研究では免疫疾患患者の末
梢血リンパ球を用いて患者のTh1/Th2バランス状態を診
断する方法を開発し、患者のTh1/Th2バランスと病態と
の関係を明らかにすることを目的としている。さらに、
それに基づいて同じ免疫疾患でも個々の患者のTh1/Th2
バランスに対応した治療を行うことを最終目標としてい
る。

このために、まずマウスの系でTh1、Th2細胞に特異的
に発現する遺伝子を同定し、これらの特異的な遺伝子を
結合したDNAアレイにより、免疫疾患マウスにおける
Th1/Th2バランスを判定する系を確立した。

〈研究開始時の研究計画〉
マウスTh1、Th2細胞に特異的に発現するmRNAの検
索：T細胞レセプタートランスジェニックマウス

（DO11.10）の脾細胞より高度に機能分化した均一な
Th1、Th2細胞を誘導し、DNAマイクロアレイ法な
どによる遺伝子発現の検討を行い、Th1、 Th2細胞
に特異的に発現する遺伝子の検索を行う。
マウスのTh1/Th2バランスを判定するアレイフィル
ターを作成する：Th1、Th2細胞に特異的に発現する
遺伝子をのせたDNAアレイフィルターを作製し、こ
れを用いてマウスの生体内のTh1/Th2バランスを判
定する方法を確立する。
ヒト用DNAアレイの開発に向けて、ヒトのTh1、
Th2細胞に特異的な遺伝子をクローン化する。
微量のRNAを用いてDNAアレイを行う方法を確立す
る。

〈研究期間の成果〉
Th1、Th2細胞に特異的な遺伝子発現を、DNAマイ
クロアレイ法を用いて調べた。この結果、約8700個
の遺伝子のうちTh1に特異的に発現するものとして

82個、Th2に特異的なものとして52個の遺伝子が同
定された。このほか、Representational Difference
Analysis（RDA法）においても19個の遺伝子がTh1あ
るいはTh2に特異的な遺伝子として同定された。
上記１の結果から、Th1あるいはTh2細胞に特異的な
遺伝子を約150個選択し、RT-PCRにより平均500bpの
長さのcDNAをクローン化し、DNAアレイフィルタ
ーを作製した。これを用いてTh1、Th2細胞について
の解析を行い、その結果に基づきDNAアレイフィル
ターを改良した。改良点としては、DNAアレイ法で
発現に差が認められる遺伝子に絞ったことと、バラ
ンスがどちらに傾いているかを視覚的にとらえるこ
とができるように、遺伝子の配置を改めた。次に、
マウスの急性GVHDモデルをはじめとする免疫疾患
モデルのRNAを用いて、DNA アレイによりTh1/Th2
バランスを判定できることを明らかにした。この際、
DNAアレイの結果からTh1/Th2バランスを客観的に
判定するために、バランスの偏向を数値化する方法
を開発した。
ヒト用のアレイフィルターを作製するために、マウ
スのアレイ作製のために選択された遺伝子について、
ヒトのcDNAをクローン化した。
ヒトの末梢血を材料にする場合など、少ないRNA量
からDNAアレイを行えるように、プローブの作製方
法を検討した結果、1 mgのtotal RNAからでも十分な
シグナルを得られる方法を開発した。

〈国内外での成果の位置づけ〉
我々が開発したDNAアレイ、並びにそれを用いて

Th1/Th2バランスを判定する方法は、これまでにない独
創的なものである。将来、患者末梢血を採取して
Th1/Th2バランスを判定できるようになれば、同じ病気
でも実際の生体内の免疫バランス状態に対応した治療を
行うことができる。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
従来のDNAアレイ法の感度が予想以上に低かったた

め、RT-PCRで差があってもDNAアレイで情報の得られ
る遺伝子の数が少なかった。これについては、DNAアレ
イにのせる遺伝子を絞ることと、少量のサンプルから解
析するための新しい方法を開発することにより、アレイ
上に載せたほとんどの遺伝子について強いシグナルが得
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られるようになり、克服できた。

〈今後の課題〉
この後のステップとしては、ヒト用のアレイフィルタ

ーを作製し、患者末梢血を用いてTh1/Th2バランスの判
定と病態との関係を解析する必要がある。
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