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1. はじめに 
 ヒトゲノム解析終了後、DNAマイクロアレイ、SNPs多型解析、MALDI-TOF-MASSなど生体成分
をゲノムレベルで網羅的に解析する技術が開発され、臨床での予後診断や治療方針の決定に応用されつ

つある。このような生体成分の解析は、大量のデータを用いた統計的解析が必須であり、各種の商用解

析ソフトが利用されている。しかし、これらは、解析アルゴリズムが公開されていない場合も少なくな

く、決められたフォーマット、出力形式を強いられることもあり、臨床での柔軟な解析に不向きな場合

も少なくない。S+Arrayanalyzerは、オープンソースのゲノム解析ソフト Bioconductorの商用版であ
り、このような柔軟な解析に対応することを可能にする。 
大阪府立成人病センター研究所では、肺癌患者の癌組織摘出手術後の再発防止、延命効果を目的とし

て、癌患者に BCG-CWS（ウシ結核菌弱毒化ワクチン株細胞骨格成分）の単独投与による免疫アジュバ
ント療法をおこなってきた。この効果は個人差があり、その判定として血液中の IFNγの濃度を指標に
しているが、十分な判定法ではない。そこで、今回、大日本住友製薬株式会社の協力のもと、BCG-CWS
の標的である樹状細胞での、DNAマイクロアレイ（Gene Chip）による遺伝子発現の網羅的な解析を
行うことにより、より有効な診断法を構築することを試みた。 
まず、１）健常者より血液を採取し、これより BCG-CWSの標的である樹状細胞を調製し、BCG-CWS
に応答性のある遺伝子を解析した。さらに、２)癌患者による BCGの応答性の違いを調べるため、癌患
者より、末梢血単核球(PBMC)を採取し、RNA を精製した後、遺伝子発現解析をおこなった。今回、
これらのうち、１)について S+Arrayanalyzerを用いてそのデータ解析をおこなったので報告する。 
2. 方法 
2.1データの収集 
 BCG-CWS に応答性のある遺伝子を解析するため、健常者より血液を採取し、これより BCG-CWS
の標的である樹状細胞を調製した。これに BCG－CWS、LPS、polyIC の各種アジュバントを投与し、
一定時間培養後、その RNAを精製した。その後 Gene ChipTM（Human Genome U133A）による
遺伝子発現解析をおこなった。 
2.2 データ解析 
 データの解析は S-PLUS6.2 および S+Arravanalyzer2.1 (または、R2.3.0 および Bioconductor1.8)
を用いておこなった。データの解析は、データの標準化（スケール化）、フィルタリング（クウォリテ

ィ評価、有意差検定）、変動解析、注釈づけ（アノテーション）、各種データ解析（決定木、クラスタ

ー解析とヒートマップによる可視化）の順に行った。 
１）データのフィルタリング 
 解析データは、AffymetrixTM MAS 5.0 (Affymetrix) により、標準化（スケール化）をおこなった
後、各解析のプローブセットの統計データの結果に基づき、すべての解析データが Absent Callと判定
されたものを除いた（13758プローブセットとなった。）。その後、各解析群について、コントロール



 
 
群に対して Wilcoxon の順位和検定を行い p<0.05 のプローブセットを選択した（10772 プローブセッ
トとなった。）。 
２）データの変動解析 
 各データの変動は、各解析群のmedian 値とコントロール群のmedian 値の比で表現した。 
３）各種データ解析 
 各解析群に対して、決定木によるグループ分け、クラスター解析とヒートマップによる可視化、主成

分分析による傾向の解析などを行い診断に有用な遺伝子の評価をおこなった。 
４）各プローブの注釈づけ（アノテーション） 
 解析した各プローブセットの注釈づけ（アノテーション）は、Affymetrix 社のウェブサイト
（http://www.affymetrix.com/index.affx）から情報を入手した。 
3. 結果 
１）遺伝子の発現変動解析 
今回、健常者における BCG-CWSに応答性のある遺伝子の解析の結果を以下に紹介する。 
表１には、各薬剤（BCG－CWS, LPS（細菌の細胞壁成分）, polyIC（RNAウィルスに類似の化合物））

を処理した各時間での発現が変動した遺伝子のプローブセットで、その変動比が 2 倍以上、5 倍以上、
2分の１以下、５分の１以下であったものの数を示した。このうち、いずれかの時間で 5倍以上の変動
が見られた 550の遺伝子のプローブセットを以後の解析に用いた。 

 
２）各種データ解析 
 今回、選択した 550 の遺伝子プローブセットについて、段階的クラスター解析おこないヒートマッ
プで表示した結果を図１に示した。この図は横軸に各薬剤とその反応時間を、縦に 550 の遺伝子プロ
ーブセットを配置している。この図のうち暖色であるほど遺伝子の発現量が多いことを示す。このよう

に、LPSと polyICは、似たようなパターンを示すことがわかる。 



 
 

 
そのほか、今回データは示さないが、決定木によるグループ分け、主成分分析の解析もおこなった。

これらの LPSと polyICとの発現変動との比較による解析の集計により、BCG-CWSの樹状細胞での遺
伝子発現は図２に示すようなシグナル伝達経路と発現パターンを示すことが示された。 

 



 
 
 
すなわち、BCG-CWSは、Toll 様受容体注）（TLR)2または TLR 4による刺激を介して NF－κBの
活性化により、TNF、IL6、IL1αなどの免疫活性化遺伝子が強く発現が誘導されたが、IFNβ、
IP10,IFIT1 など（IFN 誘導遺伝子と呼ばれる）LPS や polyIC で発現が活性化された遺伝子の発現は
強くなかった。これらの発現パターンは、BCG-CWSが LPSや polyICにくらべてアナフィラキシーシ
ョックなどの副作用が弱く、より抗癌免疫剤として適していることを示している。 
今回、Affymetrix 社の Gene ChipTM によるマイクロアレイ解析データを、S-PLUS と、

S+Arravanalyzer で解析を行い、その解析に有用であることが示された。我々は、さらに、この解析
システムを用い、癌患者より採取した末梢血単核球(PBMC)での遺伝子発現解析をおこない、癌患者に
対する BCG-CWS の抗癌効果判定のより有効な診断法マーカーの解析も進めており、近日中に発表す
る予定である。 
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注）用語説明；Toll 様受容体（TLR) 免疫をつかさどる細胞の表面に存在し、病原菌やウィルスと反応
して免疫反応を引き起こすたんぱく質。 


