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研究成果の概要（和文）：ある遺伝子を発現する細胞だけ蛍光で光らせる技術は、造血幹細胞の純化など多くの
研究領域で幅広く使用されている基幹技術である。具体的には、任意のmRNAに対する相補オリゴにナノゴールド
を結合させ、mRNAとの相補結合によって初めて蛍光を発するSmartFlareシステムを使用することで、マウス多能
性幹細胞をモデルとして検証した。マウスES細胞のナイーブマーカーであるRex1に対してSmartFlareオリゴを設
計し、最適トランスフェクション濃度を決定した。さらにRex1陽性細胞をソートし、RT-qPCR法でナイーブマー
カー発現を評価した結果、確かにRex1陽性細胞群を純化出来ていることを証明した。

研究成果の概要（英文）：A technique to highlight cells expressing gene of interest is a critical for
 hematopoietic stem cell research, and so on. Nano-gold was conjugated to a oligo complimentary to a
 gene of interest and used to know Rex1 positive cells in mouse ES cells.After purification with 
FACS, we have performed RT-qPCR methods and found that this techqnique is a poewerful one to sort a 
population of cells expressing a gene of interest.

研究分野： 幹細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

「ある遺伝子を発現する細胞だけを選別す
る」というプロセスは、幹細胞学、免疫学、
血液学、再生医学、循環器学、分子生物学、
生化学など、殆ど全ての研究分野において必
要不可欠とされる技術である。例えば、免疫
学では T 細胞の中でも Th1、Th2、Th17 な
どの亜集団があり、それぞれ重要な免疫応答
過程に貢献しているが、それぞれのマーカー
で見分けることで、生理機能の理解が進めら
れている。再生医学領域で盛んに研究されて
いる胚性幹（ES, Embryonic Stem）細胞や
iPS (induced pluripotent stem)細胞は、以前
は均一な細胞集団と考えられてきたが、遺伝
子発現レベルでは、Nanog、Stella (PGC7)、
CD31 (PECAM1)などの遺伝子が不均一に発
現 し て い る こ と が 報 告 さ れ て い る
(Furusawa et al., Biol Reproduction 2004, 
Toyooka et al., Development, 2008, 
Hayashi et al., Cell Stem Cell, 2009)。CD31
を発現する細胞をフローサイトメトリーで
分別し、陽性・陰性の画分を胚盤胞に移入す
ると、CD31 陽性細胞のみがキメラ貢献能を
示すことが報告されている(Furusawa et al., 
Biol Reproduction 2004)。同様に Rex1-GFP
ノックイン ES 細胞を樹立することで、転写
因子 Rex1 を発現する細胞集団を分別したと
ころ、Rex1 を発現する細胞のみがキメラ貢
献能を有することが証明された（Toyooka et 
al., Development, 2008）。しかしながら、こ
れらの証明には、抗体作製やノックイン ES
細胞の作製など、時間とお金がかかり、多く
の遺伝子を対象とした実験を行うことは出
来ない。 
 そこで本課題では、これらの方法を用いる
こと無く、任意の mRNA に対して適用可能
な蛍光イメージング方法である SmartFlare
技術(Mirkin et al., J Am Chem Soc. 2007)を
用いることに思い至った。 
 
２． 研究の目的 

 
「ある遺伝子を発現する細胞だけ、蛍光で光
らせる」 — この技術は、造血幹細胞の純
化や iPS 細胞の樹立など、幹細胞学、再生医
療を始めとして多くの研究領域で幅広く使
用されている基幹技術である。通常、その遺
伝子が細胞表面抗原をコードする場合、抗原
に対する抗体を数ヶ月—半年程度かけて作製
し、フローサイトメトリーに使用できるかど
うか評価するが、特異性の高い抗体が出来な

い場合も多く、研究者泣かせの実験である。
また細胞内抗原の場合、細胞の透過処理によ
って抗体を透過させ、抗体が認識できるよう
にすることが可能であるが、生存率を低下
（また固定の必要性がある）させたり、煩雑
な手順をすることになる。また、扱う動物種
を変えると、同じ機能を担うはずの遺伝子産
物の場合でも、アミノ酸配列が変わってしま
うため、抗体が認識しなくなる場合がしばし
ば存在する。あるいは、その遺伝子の発現を
再現できるようなレポーターマウス、例えば
Nanog 遺伝子の場合、Nanog-GFP トランス
ジーンを有するトランスジェニックマウス
を作製し、GFP の蛍光で Nanog の発現を模
倣したりすることに基づいている。これらの
方法は一般的に時間とお金がかかるととも
に、必ずしも成功するとは限らないものであ
った。 
 そこで、任意の mRNA に対する相補オリ
ゴにナノゴールドを結合させ、mRNA との相
補 結 合 に よ っ て 初 め て 蛍 光 を 発 す る
SmartFlare システムを使用することで、細
胞を生きたまま選別できるかどうか、マウス
多能性幹細胞をモデルとして検証すること
を目的として課題に取り組んだ。 
 
３． 研究の方法 

 
先ず未分化なマウス ES 細胞の Gapdh 
mRNA を可視化するための最適条件を見出
すことを試みた。具体的には、Gapdh mRNA
に対する SmartFlare オリゴを、マウス ES
細胞の培養液に添加し、培養し、経時観察す
る。この際 SmartFlare オリゴの濃度、細胞
密度、培養時間、血清含培地・無血清培地、
単一細胞処理直後かどうか（リバーストラン
スフェクション）という５つのパラメーター
を変化させながら培養を行い、蛍光を発する
細胞数をフローサイトメトリーにより定量
化した。蛍光陽性細胞数が多く、蛍光強度（＝
細胞の endocytosis の取り込み効率の高さ）
に注意しながら（有る一定の蛍光強度を示す
集団のみゲートする）、蛍光強度を比較した。 
また、同時に生存率も評価することで、最適
条件を見出した。 
 Rex1 mRNAに対するSmartFlareオリゴ
（Cy5（667 nm）と、コントロールとして
Gapdh mRNA に対する SmartFlare オリゴ
（Cy3（570 nm）を添加し、培養した。そ
の後、Rex1 陽性・陰性細胞をゲートして、
FACS ソーターにより純化、この Rex1 陽
性・陰性細胞から total RNA を調製した。
さらに、Nanog、Esrrb、Stella、CD31、Tcl1 



などの遺伝子発現をqRT-PCR法により検討
し、過去に報告された Rex1 陽性・陰性細胞
の 遺 伝 子 発 現 様 式 （ Toyooka et al., 
Development, 2008）と一致するかどうか比
較した。 
 これらの実験のポジティブコントロール
として、Rex1 遺伝子座に GFP が導入され
た Rex1-GFP ノックイン ES 細胞を用い
（Toyooka et al., Development, 2008）、
Rex1 陽性・陰性細胞を単離、total RNA を
調製し、マーカー遺伝子について qRT-PCR
を行った。 
 
４． 研究成果 
 
マウス ES 細胞のナイーブ（Naïve）マーカ
ーである Rex1 に対して SmartFlare オリゴ
を設計した。その後、オリゴの濃度、細胞密
度、培養時間、血清含培地・無血清培地、単
一細胞処理直後かどうか（リバーストランス
フェクション）について、蛍光陽性細胞数が
多く、蛍光強度が高い最適条件を選定すると
ともに生存率も評価した。結果として、単一
細胞処理後にトランスフェクションを行う
リバーストランスフェクション法が良い導
入効率を示した。また血清含・不含培地の比
較を行ったところ、血清不含培地で行うのが
適していることが分かった。 
 決定した最適条件下で、Rex1 mRNA に対
する SmartFlare オリゴ（Cy5（667 nm）と、
コントロールとして Gapdh mRNA に対する
SmartFlare オリゴ（Cy3（570 nm）を添加
し、培養した。その後、フローサイトメータ
ーを用いて Rex1 陽性および陰性細胞をソー
トし、RNAを精製した。RT-qPCR法により、
他のナイーブマーカー遺伝子（Nanog、Esrrb、
Stella、CD31、Tcl1 など）の発現を評価し
た結果、Nanog、Esrrb、Stella、CD31、Tcl1
遺伝子の発現は、Rex1 陰性のそれと比較し
て、Rex1 陽性画分において豊富に発現して
いることが分かった。この結果により、確か
に Rex1 陽性細胞群を純化出来ていることが
証明された。 
以上のけっかにより、SmartFlare オリゴを
用いることにより、内在性 mRNA の発現量
に応じたシグナルが得られることが分かり、
細胞の純化に適用できることが強く示唆さ
れた。 
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