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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA（miRNA）はがんなどを早期に診断するための次世代バイオマーカーとし
て期待されている．本研究では，研究代表者が独自に開発してきた「自律駆動マイクロ流体チップ」を活用する
ことにより，短時間で高感度にmiRNAを検出できる方法を開発することが目的であった．すでにmiRNAを20分で検
出することに成功していたので，本研究では感度の改善が主要な課題であった．まず反応液組成の最適化を行
い，5種類のmiRNAで検出限界を10倍ないし100倍程度改善した．さらにこの反応液組成をヒト由来試料に適用
し，3種類のmiRNAの発現量を測定したところ，従来法による測定結果と良く一致した．

研究成果の概要（英文）：MicroRNAs (miRNAs) are expected to be useful as a next-generation biomarker 
for early diagnosis of diseases including cancer. This study aimed at developing a rapid and 
sensitive detection method for miRNAs by utilizing the “power-free microfluidic chip”, which had 
been developed by our research group. We had already succeeded in detection of miRNAs in 20 min. 
Therefore, in this study, improvement of detection sensitivity was a major challenge. First, we have
 optimized the composition of the reaction buffer. The optimized reaction buffer was tested with 5 
different miRNA sequences. As a result, the detection limits were improved 10- to 100-fold. Next, 
the optimized reaction buffer was applied to miRNA detection from a human sample. The amounts of 3 
endogenous miRNAs, measured by the developed microfluidic chip, well agreed with those by 
conventional quantitative PCR. 

研究分野： 分析化学

キーワード： マイクロ流体チップ　マイクロRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マイクロRNA（miRNA）による遺伝子の発現制御は，細胞の分化・がん化・アポトーシスなど細胞活動の根幹に関
わっており，これらの異常はがんやアルツハイマー病の発病・進行に直結するものである． miRNAはこれら疾病
を早期診断するためのバイオマーカーとして期待されている．従来，miRNAの検出・定量には定量逆転写PCR，マ
イクロアレイなどが用いられてきたが，測定時間とコストに課題がある．本研究で得られたmiRNA測定法は従来
法に比べて迅速・低コストであり，上記疾病の簡易診断の実現に近づいただけではなく，一般的な生物学研究に
も有用なツールとなりうる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 マイクロ RNA（miRNA）とは，長さ 22 塩基程度の非翻訳性 RNA であり，近年になり，ヒト
を含む多くの生物で遺伝子の発現制御に大きな役割を果たしていることが分かってきた．
miRNA による発現制御は，細胞の分化・がん化・アポトーシスなど細胞活動の根幹に関わって
おり，これらの異常はがんやアルツハイマー病の発病・進行に直結するものである．さらに，
miRNA は細胞外にも放出されて，血液等の体液中に存在することが分かっており，これら細胞
外分泌型 miRNA をバイオマーカーとして測定することにより，革新的な超早期非侵襲診断技術
ができるのではないかと期待されている． 
 従来，miRNA の検出・測定には定量逆転写 PCR（qRT-PCR），マイクロアレイ，次世代シーケ
ンサーなどが用いられているが，測定時間，コスト（装置と消耗品），感度，スループットなど
にそれぞれ固有の長所と短所がある．現在のところ診断用途には qRT-PCR が測定時間やコスト
の点で最適と考えられるが，さらに時間やコストを圧縮する手法が開発されれば，point-of-care 
testing による診断の実現に近づくだけでなく，一般的な生物学研究にも革新的なツールとなりう
る． 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は，研究代表者が独自に開発してきたマイクロ流体チップを活用することによ
り，短時間・低コストで実用上十分な感度と特異性を持つ miRNA 測定法を実現することであっ
た．マイクロ流体チップとは，断面寸法 0.1 mm 程度以下の流路を内蔵した全体寸法数 cm の平
板であり，半導体加工技術を応用して製作する．こうしたマイクロ流路を用いると，固相表面に
おける核酸やタンパク質の結合反応が迅速化されることが分かっている．しかし一般のマイク
ロチップは外部ポンプを必要とするものが多く，周辺装置の大型化・高コスト化，つなぎこみ作
業による時間のロス，死体積による試薬のロスなどといった問題があった． 
 こうした問題を解決するため，研究代表者らは外部ポンプを必要としない「自律駆動マイクロ
流体チップ」を開発した（文献 1）．その原理は，マイクロ流体チップの素材 PDMS（ポリジメチ
ルシロキサン）が流路内の空気を吸い込む，というユニークなものである．さらに研究代表者ら
はマイクロ流体チップに特化した信号増幅法 LFDA（laminar flow-assisted dendritic amplification）
を開発して高感度なイムノアッセイを実現した（文献 2）．LFDA は酵素を必要としないため，試
薬の低コスト化が期待できる．その後，自律駆動マイクロ流体チップと LFDA により，20 分で
0.5 µL の試料から miRNA を検出することに成功した（文献 3）．しかしながら，この miRNA 検
出法は感度が十分とは言えなかった．本研究では，本手法の感度を改善することを主な目的とし
た． 
 
３．研究の方法 
 マイクロ流体チップはガラス基板と PDMS 板からなる．ガラス基板の表面には目的の miRNA
を捕捉するためのプローブ DNA をライン状の微細なパターンに従って固定化した． PDMS 板
の表面にはマイクロ流路となる Y 字型の微細な溝が成型加工されており，ガラス基板に固定化
したプローブ DNA のライン状パターンと流路が直交するように PDMS とガラスを接合した．そ
の直交した交点で検出反応を行った． 
 自律駆動による送液を行うため，マイクロ流体チップを真空チャンバーに入れ，PDMS に溶解
していた空気を取り除いた．これを大気中に戻したときに起こる空気の再溶解によりマイクロ
流路内が減圧され，送液が可能となる．マイクロ流路にまず市販のブロッキング剤を流した後，
miRNA サンプル溶液を 0.5 µL 注入すると同時に，もう一つの入り口からビオチン化された検出
プローブ DNA を注入した．最後に 2 種類の LFDA 試薬（蛍光標識アビジンとビオチン化抗アビ
ジン抗体）をそれぞれ別の入り口から注入し，LFDA を行った．蛍光顕微鏡により流路内の蛍光
強度を評価した． 
 本研究では以下のような実験条件について検討・最適化を行い，miRNA 検出の高感度化を試
みた．（１）反応液組成の最適化，（２）反応手順の検討，（３）人工核酸プローブの導入． 
 
４．研究成果 
  まず反応溶液の組成を最適化することにより，感度の改善に成功した．最適化前の反応溶液
は saline-sodium citrate バッファを基本とし，市販のブロッキング試薬，ドデシル硫酸ナトリウム
（SDS），および界面活性剤 tween 20 を添加したものであった．本研究では試行錯誤による最適
化の結果，SDS の濃度を以前の 10 倍に上げて 0.2%とし，さらにホルムアミドとデキストラン硫
酸ナトリウムを添加することにより，信号強度が増加し，かつバックグラウンドが抑えられるこ
とが判明した．この新しい組成の反応溶液を用いていくつかの miRNA を検出する実験を行った
ところ，miR-196a の検出限界（LOD）が 1.39 pM から 0.045 pM へ，miR-331 の LOD が 4.22 pM
から 0.45 pM へ，miR-451a の LOD が 2.1 pM から 0.22 pM へそれぞれ改善された． 
 次に，この新しい反応液組成を用いて，生体由来の複雑な検体から目的の miRNA を検出でき



るかどうかを検証した．検体として市販のヒト白血球由来トータル RNA を使用し，そこに含ま
れる miR-16 の量をマイクロ流体チップによって測定した．その結果を従来法である qRT-PCR に
よる結果と比較したところ，検体濃度が 0.1 ng/µL の場合はかなり良く一致したが，検体濃度を
上げていくにつれてマイクロ流体チップによる結果の方が低くなる傾向が見られた． 
 さらに miR-451a と miR-223 で同様の検討を行い，miR-16 も再実験を行った．得られた検出限
界は miR-451a, -16, -223 でそれぞれ 28 fM, 22 fM, 39 fM となり，以前の条件と比べてそれぞれ
136 倍，6.4 倍，3.1 倍の改善となった．また，これらの配列をヒト白血球由来トータル RNA 1 
ng/µL から検出したところ，miR-451a, -16, -223 の濃度はそれぞれ 0.56 nM, 0.14 nM, 4.1 pM と算
出され，これらは従来法である qRT-PCR による結果とよく一致した（図１）．以上から，本研究
で得られた新しい反応溶液組成が多様な miRNA 配列に適用でき，また，生体由来の複雑な試料
に適用できることが示唆された． 

図１．マイクロ流体チップと qRT-PCR により測定したヒト白血球トータル RNA 1 ng/µL
中の内在性 miRNA 濃度 

 
 次に，反応手順の見直しを検討した．具体的には，これまでは標的 miRNA と検出プローブ（DP）
をチップ上で混合・反応させ，その直後（計算上は約 1 秒後）にこの複合体をチップ上の固定プ
ローブと反応させるという手順であったが，これを見直し，まず miRNA と DP をチップ外で混
合し，5 分，15 分，または 30 分反応させた後にこの混合液をチップに注入して，それ以降はこ
れまでと同様の検出反応を行なった．標的配列は miR-451a，濃度は 1 pM と 10 pM の 2 種類で
信号強度を評価した．その結果，信号強度はチップ外での反応時間（従来の 0 分を含む）と相関
を示さず，この手順変更は高感度化に寄与しないことが示唆された．言い換えれば，miRNA と
DP の反応時間は従来の 1 秒程度で十分であることが示唆された． 
 最後に，人工核酸プローブの導入を検討した．具体的には，これまで用いてきた DNA プロー
ブの塩基の一部をロックド核酸（locked nucleic acid, LNA）に置き換えたキメラプローブを設計
した．この種のキメラプローブを用いることで，標的 miRNA への結合力が上がることが報告さ
れている．同時に非特異的な結合も増加することが予想されたため，結合力を調節する目的で，
反応液中のホルムアミド濃度を最適化した．標的配列は miR-451a，濃度は 1 pM と 10 pM の 2 種
類で信号強度を評価した．その結果，ホルムアミド濃度 5%の時に最大の信号強度が得られたが，
従来の DNA プローブを用いた場合に比べて有意な違いはなく，実験した範囲内では感度が改善
されそうな条件は発見されなかった． 
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