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研究成果の概要（和文）： 
我々は、ナノニードルを用いた低侵襲な細胞操作技術の開発を行っている。本研究では、モ

レキュラービーコンを修飾したナノニードルを用いた生細胞の mRNA検出技術を開発した。細胞
内で mRNA とナノニードル表面のモレキュラービーコンのハイブリダイゼーションによって起
こる FRET 解消を共焦点レーザー顕微鏡によって検出した。これにより迅速かつ精度の高い
GAPDHの mRNA検出が可能であることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We have been developing a low invasive cell manipulation technology using a 
nanoneedle.  In this study, a detection technique of the intracellular mRNA in a living 
cell using a nanoneedle functionalized with molecular beacons has been developed.  It 
was clarified that intracellular GAPDH mRNAs could hybridize with molecular 
beacons on the nanoneedle very rapidly and the capability of sequence recognition was 
very high. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 3,800,000 1,140,000 4,940,000 

２００８年度 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

２００９年度 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

２０１０年度 3,400,000 1,020,000 4,420,000 

総 計 14,000,000 4,200,000 18,200,000 

 
 
研究分野：細胞工学 
科研費の分科・細目：プロセス工学・生物機能・バイオプロセス 
キーワード：ナノニードル、細胞操作、mRNA、AFM、モレキュラービーコン 
 
１．研究開始当初の背景 

細胞膜を通過し、細胞内に物質を輸送する
ためには、細胞自身の取込作用に頼るか、細
胞表層構造を物理的に破壊する手法をとる
か選択が必要である。前者では、リポフェク
ションが一般的な手法として広く用いられ
る。リポフェクションに伴うエンドサイトー
シスでは、エンドソーム脱出が低効率である
という問題がある。後者の手法の一つとして
マイクロインジェクションがあるが、用いら

れるガラスキャピラリは細胞膜貫通に最適
なサイズと形状であるとは決して言えない。
特に基板に対する付着性が高く高さが低い
細胞に対して挿入操作を行うとき、キャピラ
リが細胞膜を貫通できずに先端が基板に衝
突するケースが多く起こる。機械的に細胞膜
あるいは核膜までも貫通し物質輸送を行う
手法として、我々は原子間力顕微鏡（AFM）
の探針を集束イオンビームによって直径 200 
nm の円筒型の針状にエッチングしたナノニ
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ードルを作製し、これを細胞に挿入する手法
を開発している。ナノニードルを操作する装
置として AFM を用いることによって、細胞
への針挿入を力学的に検出することが可能
である。 

細胞にナノニードルを挿入する際には機
械的な圧入過程が必ず存在する。細胞は物理
的な刺激を受けると、細胞外から細胞内にカ
ルシウムイオンが流入する。カルシウムイオ
ンの流入をきっかけとして細胞骨格の再構
築が起こることで、機械的な変形に対して細
胞は対応する。このような劇的な変化が起こ
った細胞は平常の状態を保持しているとは
言えない。しかしナノニードルを繰り返し挿
入し続けてもカルシウムイオンの流入は全
く起こらないことが確認されており、ナノニ
ードル挿入による細胞操作は、細胞のネイテ
ィブな状態を維持したまま行うことが可能
であり、正確な細胞の状態解析を行うことが
可能であることが示唆されている。 

 
２．研究の目的 
細胞内は、様々な生体分子、小器官が密集

し、混在した分子クラウンディングと呼ばれ
る状態の空間であり、通常用いられる培地や
緩衝液とは全く違った分子の挙動が観察さ
れる場である。このような細胞内という特殊
な環境において、その細胞の状態を最も端的
に表現する分子種である mRNA の検出を目
的とした。 

in situ ハイブリダイゼーションは細胞内
の mRNA の局在性を調査する手法として古
くから用いられ、FISH 法によって出芽酵母
の ASH1 の mRNA の局在性が調査されるな
ど 1)、細胞内の mRNA の局在性を証明する
手段として用いられてきた。しかし固定化操
作を行うために、生きた細胞の mRNA の経
時変化を調べることは不可能であった。
Osada らは、生きた細胞の mRNA 検出法と
して AFM 探針を細胞に押し込み、物理吸着
により探針表面に付着した mRNA を逆転写
定量 PCR によって検出する方法(single cell 
nanoprobe method，SCN 法)を報告している
2,3)。この方法では、生きた細胞の mRNA の
局在性を解析することが可能であるが、PCR
のための時間を要するため迅速な検出は難
しい。そこで我々は、ナノニードルを用いる
ことで可能な限りリアルタイムの細胞内
mRNA 観察を可能にする手法の開発を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
生きた細胞内部の特定の mRNAを迅速、高感

度に検出するためには、配列特異性の極めて
高いプローブを用いなければならない。核酸
検出においてはモレキュラービーコンが有
用である。図 1に示すようにモレキュラービ

ーコンは両末端に蛍光基と消光基を修飾し
た一本鎖の DNAであり、ターゲット非存在下
ではステムループ構造を形成して両末端の
蛍光基と消光基が接近していることで蛍光
共鳴エネルギー移動（fluorescence resona-
nce energy transfer，FRET）が起こり消光
状態にあるが、標的の核酸とループ部分が結
合し、2本鎖形成が行われると開環して蛍光
が回復する分子プローブである。シンプルか
つ高い配列特異性、高い S/N比を有する優れ
た分子プローブであり、理論的には最大 200
倍もの応答が観察されると報告されている 4)。
図 1に示すようにナノニードルの表面にモレ
キュラービーコンを固定化し、ナノニードル
の挿入によってモレキュラービーコンを細
胞内に導入する。mRNAの結合はナノニードル
表面で生じるので、共焦点レーザー走査型顕
微鏡（CLSM）で、針表面の蛍光強度を測定し、
その変化を解析する。この手法には、ナノニ
ードルを細胞から引き抜くことによってモ
レキュラービーコンを細胞外へ取り出し、細
胞内に可能な限り外来物質を残さないとい
う狙いがある。 
本研究では、ヒト GAPDH mRNAを認識するモ

レキュラービーコンを修飾したナノニード
ルを用いて HeLa細胞の mRNAの検出を行った。
Nitinらによって、既に報告されている配列
を参考にして以下の配列を設計した Alexa48
8/ACGACG GAGTCCTTCCACGATACCA CGTCGT/BHQ
-15)。このモレキュラービーコンは Alexa488
を蛍光基として、消光基には無蛍光の消光基
である BHQ-1（吸収波長 534 nm）を用い、ま
た 3’末端のチミンはビオチン化されており、
アビジン－ビオチン結合によって固相への

図 1. モレキュラービーコン修飾ナノニー
ドルを用いた細胞内 mRNAの検出 



 

 

修飾が可能である。まず、ナノニードルを硫
酸過酸化水素液で洗浄した後に、エタノール
を溶媒として 3-aminopropyltriethoxysila-
neにてシラン化反応を行った。次に、10 mM 
sulfo-NHS-LC-LC-biotin / 10 mM ホウ酸緩
衝液（pH8.0）にシラン化ナノニードルを浸
漬し、ビオチン化を行った。続いてストレプ
トアビジンを結合させ、最後に 10 μM モレ
キュラービーコン溶液で１時間反応させ固
定化を行った。 
まず、同様の方法で、ヒト GAPDHモレキュ

ラービーコンを固定化したシリコンウエハ
を用いて、5 M尿素溶液に浸漬したときの蛍
光強度変化を観察した。その結果、尿素溶液
中での蛍光強度は約 8倍に増大し、緩衝液に
浸漬させると蛍光強度は減少し、ほぼ元の値
に戻った。繰り返し蛍光強度の増加と減少が
ほぼ同じ割合で繰り返し観察され、固相上に
固定化された状態でもモレキュラービーコ
の応答は観察できることが確認された。 
続いて培養2日目のHeLa細胞に対してmRNA

検出の試験を行った。無血清培地 OPTI-MEM1
に交換し、モレキュラービーコン修飾ナノニ
ードルの挿入操作は AFM（Asylum Research， 
MFP-3D）を用いて行った。まず挿入前に、培
地中でナノニードルの CLSM撮影を行った。
リアルタイムに力応答を観察しながら手動
でフォースホイールを回転しカンチレバー
を下降させ、挿入操作を行った。フォースカ
ーブ上の斥力ドロップを観察することで確
実に挿入されていることを確認し、2分間保
持した後にその場で再び CLSM撮影を行った。
カンチレバーを上昇させ、モレキュラービー
コン修飾ナノニードルの抜去を行った。抜去
1分後にさらに CLSM撮影を行い、再度挿入の
後に蛍光観察をという手順を繰り返した。 
 
４．研究成果 

挿入前後で、ナノニードル表面の蛍光強度
に明らかな蛍光強度変化があることが分か
った。ディッシュ上の異なる 3 個の HeLa 細
胞に挿入を連続して行った結果を図 2に示す。
細胞に挿入した後に、ナノニードル表面の蛍
光強度は上昇するが、挿入を維持したまま転
写阻害剤である actinomycin Dを培地に添加
すると著しい蛍光強度の減少が観察された
ため、蛍光は GAPDH mRNA がナノニードル表
面のモレキュラービーコンと結合すること
によって FRET が解消し、生じているもので
あることが確認された。細胞にナノニードル
を挿入し、CLSM撮影におよそ2分を要するが、
この間にナノニードル表面の蛍光強度は最
大値に達しており、細胞内での mRNA の結合
は非常に短時間に行われていることが分か
った。 

また、細胞からナノニードルを抜去し、培
地中に取り出すと蛍光強度が減少し、このナ

ノニードルを別の細胞に挿入すると再び蛍
光強度の上昇が確認された。これにより、連
続的に細胞の解析を行うことが可能であり、
連続で 10 個の細胞の測定を行うことが可能
であった。ナノニードル抜去時に蛍光が減少
する理由として、mRNAはモレキュラービーコ
ンと比べて分子量が大きく、かさ高いために
ナノニードルの引き抜きの際に細胞膜との
衝突によって脱離しているものと推察され
た。同一の細胞に挿入を繰り返した場合、
mRNAが抽出されるならば、モレキュラービー
コンの応答は挿入回数の増加に伴い減少す
ることが期待されるが、著しい減少は観察さ
れない。また、ナノニードル抜去時に観察さ
れる数 nN 以上の大きな力は、mRNA の機械的
脱離に要するものと考えられる。我々は、観
察によって細胞の状態を変化させないこと
を技術的な目標としているので、mRNAが脱離
し、細胞内に残存することは好ましい現象で
ある。 
測定後に尿素処理によって上昇した蛍光

強度は、最初の細胞に挿入した時点での蛍光
と比較して 70%程度に低下している。細胞の
挿入と抜去を繰り返すことによってモレキ
ュラービーコンが脱離していることが考え
られる。アビジン－ビオチン結合が細胞膜通
過時の機械的に脱離している、あるいは培地
中でモレキュラービーコン自身が分解を受
けているなどの理由が考えられ、これらを克
服する安定な固定化方法、安定なプローブ分
子の利用が課題として考えられる。 

本手法により、非常に短い時間に低濃度の
mRNAの検出が可能であった。モレキュラービ
ーコンをマイクロインジェクションなどに
よって注入する方法でも同様に迅速な測定

図 2. HeLa細胞への連続した挿入操作後の
蛍光強度変化 



 

 

が可能であるが、合成物質であるモレキュラ
ービーコンを導入した細胞は天然の状態で
あるとは言えない。現在は CLSM による蛍光
測定が律速であるが、固相表面で秒単位の経
時変化を測定することによって生きた細胞
内での結合速度解析も本手法では可能にな
る。 
ヒト乳癌細胞 MCF-7 では 2600 コピーの

GAPDH mRNAが 1個の細胞に存在するとの報告
がある 6)。HeLaでも 1000～2000コピーの mRNA
が存在していると考えられるが、細胞容積を
1 pL 程度と見積もると細胞内 mRNA 濃度は数
nMとなる。この濃度は、本モレキュラービー
コンの試験管内の測定の検出下限の濃度に
近いが、細胞内のナノニードル上では、明ら
かに高い蛍光が観察されている。生細胞の
mRNA の蛍光相関分光法による定量解析の結
果，Cos7細胞の c-fos mRNAが 270 nMにも達
するという報告がある 7）。c-fos mRNAのコピ
ー数は GAPDH と比較して小さいと考えられ、
細胞容積から求められる mRNA濃度は数 nM以
下と計算される。細胞内には核をはじめとす
る多数のオルガネラが含まれており、mRNAが
存在する細胞質の容積は細胞容積に比して
小さく、上記のような数百倍の濃度に達する
のかもしれない。また、PEG を用いて分子ク
ラウディング環境を模擬した緩衝液中では、
本モレキュラービーコンに対する ssDNAの結
合速度が増大する結果が得られており、細胞
内の分子クラウディング環境が迅速な応答
に起因するものと推察される。本研究で開発
された手法は、そのような細胞内の mRNA の
状態を正確に知ることが出来る可能性があ
り、直接プローブを生きた細胞に挿入し、そ
の場で観察するという本手法の特長が生か
された成果が今後得られるものと期待され
る。 
本研究では、試験管内で合成された蛍光タ

ンパク質 EGFPの mRNAをナノニードルによっ
て導入する方法を検討したが、そのタンパク
質発現には至らなかった。上述のようにモレ
キュラービーコンに結合した mRNA は細胞外
に抽出されないことが示唆されている。mRNA
分子の導入を達成するためには、細胞膜通過
に耐える安定かつ強固な mRNA 分子の固定を
行い、かつその固定化 mRNA は細胞内では効
率よく脱離するような高機能な分子固定方
法が必要であると考えられる。 
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