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研究成果の概要（和文）：本研究は、マイクロRNA(miRNA)バイオマーカーのその場検査に向けた、蛍光信号を用
いた効率的な分子情報伝送技術を開発することを目的とする。基盤技術として、蛍光増幅の時間発展と蛍光波長
の組み合わせを利用した蛍光符号化と、一括多重に取得した蛍光信号から同時に複数の分子種を同定する手法を
実験により確認した。また、蛍光信号への符号化プロセスにおけるエラー耐性を評価し、拡張に向けた設計指針
を得た。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a multiplexed fluorescence readout method using 
time varied fluorescence signals for point of care testing of microRNA (miRNA) biomarkers. 
Multiplexed fluorescence readout was experimentally confirmed with fluorescence coded DNA strands 
and three molecular beacons. Numerical simulation demonstrated that  the time-varied fluorescence 
signals can enhance the readout accuracy.

研究分野：情報フォトニクス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色として、光・分子情報処理をmiRNA検出へ応用することにより、情報通信技術のナノ領域への実用
展開の一例を与えることが挙げられる。分子検出において、分子レベルでの情報加工と蛍光読み出しへ高度な情
報通信技術を適用できれば、物質により制限された条件において最大限に情報を伝送することができる。本研究
の成果は、安価で簡単な操作によるmiRNAバイオマーカー検出を可能にし、癌の超早期発見や進行ステージの的
確かつ迅速な診断につながる。これは、医療現場に留まらず、日常生活における健康状態の把握を高精度で可能
にし、未病段階での予防や早期治療の普及につながることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
血液や唾液などの体液中に含まれるマイクロ RNA（miRNA）は、疾病状態を客観的・定量的
に示す有用なバイオマーカーとして期待されている。癌の超早期発見や個別化医療などにおい
てmiRNAバイオマーカーを利用するためには、臨床現場のその場にて低コスト・簡便・迅速に
複数種類のmiRNAを検出・定量する必要がある。miRNA計測には、対象miRNAの認識と検
出信号を読み出し可能な物理量へ変換することが必要となる。リアルタイム PCRによる増幅と
DNA マイクロアレイを使用した空間的な超並列検出手法などが利用されいる[Pritchard 他: 
Cancer Prev. Res. 19, 631 (2012)]。これら手法の高速化・低コスト化によるアプローチが考え
られるが、各手法の原理に根本的な課題点を有するため困難である。例えば、増幅反応のための
温度制御、検出用電極や分子を分画するための微細加工されたチップ、専用の検出装置が必要な
どの点が挙げられる。サンプルの温度制御、基板チップの加工、専用の検出装置を必要としない、
新しい分子スクリーニング技術が求められる。 
蛍光検出は、生体分子計測において広く使用されているが、同時多重に蛍光測定可能な分子の
種類は、スペクトル分離可能な蛍光分子の数に制限}される。この制限を超える手法として、蛍
光波長とその強度の組み合わせによる蛍光符号法が提案され[Y Li: Nat. Biotech. 23, 885 
(2005)]、使用可能な蛍光分子より多数の対象分子を蛍光符号として検出できる。しかし、同時検
出は、基板やマイクロビーズなどの固層へ固定し、各蛍光符号を空間的に分離しなければならな
い。顕微観察やフローサイトメトリーなどが必要となり、測定手法や装置の簡便性・低コスト化
に課題がある。 
 
２．研究の目的 
本研究は、マイクロ RNA（miRNA）バイオマーカーのその場検査を実現するために、簡易な
操作で超多重miRNA測定を可能にする分子情報の光伝送技術を開発する。miRNA情報の効率
的な伝送のための蛍光符号化を提案し、DNAの自己組織過程を利用して実証する。試薬の混合
と簡易な蛍光計測により、トレーニングフリーで利用可能な、miRNAの検出・定量技術の実証
を目的とする。具体的には、DNAの連鎖的な伸長反応を利用した蛍光増幅、蛍光増幅の時間発
展と蛍光波長の組み合わせを利用した蛍光符号化、一括多重に取得した蛍光信号のベイズモデ
ル選択に基づくmiRNA情報の復号を実証する。 
 
３．研究の方法 
DNA の自律的反応を利用した蛍光符号化に基づく効率的な分子情報伝送を実現し、超多重 miRNA
測定手法を実証する。DNA の連鎖的に進行する伸長反応を設計し、微量な miRNA バイオマーカー
の検出信号の増幅を実現する。また、各 miRNA に割り当てた蛍光符号に応じて、増幅される蛍光
強度を変調する。一括多重に取得した蛍光信号から、ベイズ解析に基づく蛍光符号の復号アルゴ
リズムを構築する。蛍光符号化反応過程のパラメータを事前情報とし、miRNA の検出・定量を実
現する。混合と簡便な蛍光測定による複数 miRNA の多重計測を実証し、保健医療的な観点からの
評価により、提案手法の有効性と実用に向けた課題点を明らかにする。 
 本手法で提案する一括取得した多重蛍光信号からの miRNA 情報複合のプロセスを図１に示す。
miRNA を入力として，ヘアピン構造 DNA と酵素反応を組み合わせるなどして，蛍光符号を割り当
てた符号化 DNA を出力する．符号化 DNA は，蛍光プローブ DNA と反応し，miRNA ごとに割り当て
られた蛍光符号を出力する．蛍光符号は，蛍光強度，蛍光波長，蛍光信号生成速度を用いて，miRNA
ごとに割り当てる．各蛍光符号化反応の速度定数、蛍光符号化の規則、蛍光取得時の読出しノイ
ズなどのパラメータを使用して、符号化過程と蛍光信号取得過程をモデル化する。設計した蛍光
符号化反応におけるパラメータを使用して、多重化して取得した蛍光信号から、ベイズ推定によ
りサンプルに含まれている miRNA 種類を推定する。 
原理実証のために、10種の符号化 DNA と３種の DNA ビーコンを用意した。符号化 DNA を構成す
るサイトおよび DNA ビーコンの配列を表１に示す。MB-A555、MB-A594、MB-A647 は、それぞれ
Alexa555、Alexa 594、Alexa647 で修飾された DNA 分子ビーコンである。xxA555、xxA594、xxA647
（xx = 15、16、17）は、それぞれ MB-A555、MB-A594、MB-A647 と結合するサイトとなる。各サ
イトの長さは 15-17 塩基とした。符号化 DNA の配列を表 2 に示す。配列Ｔ20 は符号化 DNA 鎖の
サイト間のスペーサーとして配置した。分子ビーコンを含むサンプルを 95℃で 5 分間加熱し、
室温（22℃）まで急冷し，ヘアピン構造を形成させた。符号化 DNA 鎖を分子ビーコン溶液に添加
して蛍光シグナルを得た。各プローブおよび各コード鎖の最終濃度は、32µL緩衝液（10mM リン
酸緩衝液および 250mM NaCl）中でそれぞれ 6.25µMおよび 0.625µMであった。符号化 DNA の組み
合わせを各実験ごと変更した。Alexa 555, Alexa594 を波長 450nm にて励起し、Alexa647 を波長
660nm にて励起した。ファイバーカップリング分光計を用いて 5 秒間の間隔で 100 秒間測定し
た。測定された蛍光スペクトルは、最小二乗曲線を用いて各蛍光分子のスペクトル成分に分解し
た。実験はすべて室温（22℃）で行った。 
 
 
 
 
 



 
図 1: (a)蛍光符号化による分子取得と(b)符号化 DNA による蛍光信号プロセスの概要． 
 

 
表 1: 使用した配列．*1、*2、*3、*4 は Alexa555, BHQ-2, Alexa594, Alexa647 の修飾位置を

示す． 

 
表 2: 符号化 DNA の配列構成リスト． 

 
４．研究成果 
(1)単一の符号化 DNA の読み出し 
まず、単一の符号化 DNA を読み出して重検出を確認した。10 種の符号化 DNA をそれそれ読みだ
した際の、十分反応時間を置いた際の蛍光スペクトルと、蛍光信号をそれぞれの符号化 DNA によ
るものとして考えた場合の対数尤度を図 2に示す。全てのサンプルで、対数尤度は、含まれるコ
ード化ストランド番号が一致するときに最大となった。結果は、使用した蛍光シグナル数より多
数のターゲットが同定されたことを示した。これにより、多重検出に必要とされる蛍光プローブ
の数を減らすことが可能となる。また、設計された符号化 DNA と３種のユニバーサルビーコンに
より、多重分子検出のための復号可能な分子シグナルの生成を可能にした。 
 
(2) 符号化 DNA の多重読み出し 
 多重検出を実証するために、我々は異なるコード鎖を含む２つのサンプルを調製した、サンプ
ル Aには符号化 DNA #1、#2、サンプルＢには符号化 DNA #7、#9 とした．両サンプルは、MB-A555
および MB-A594 に対応するサイトを同数有する。すなわち、信号生成速度のみがことなる。それ
ぞれのサンプルの蛍光信号を取得し、符号化 DNA の全組み合わせから対数尤度が最大となる符
号化 DNA の組み合わせは、サンプル Aでは符号化 DNA #1、#2、サンプルＢでは符号化 DNA #7、
#9 となり、正しく読み取れた。また、多重度をあげた場合として、符号化 DNA#1, #5, #7, #8, 
#9, #10 を含むサンプル C を用意した。符号化 DNA はランダムに選択した。蛍光信号を読み取
り、含まれる符号化 DNA を推定したところ、正しく読み出すことに成功した。 
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