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研究成果の概要（和文）： 
miRNA の定量解析系構築のための分離性能と質量分析精度の向上を達成した．マイクロ流路系
を用いた濃縮系を最適化するとともに，LC において，移動相，充填剤，カラムを最適化し，性
能向上に成功した．精密質量 MS(N 乗）を達成するためにイオントラップ飛行時間型ハイブリッ
ド質量分析系を運用し，20 塩基以上の miRNA の de novo 配列決定に成功した．さらに，イオン
モビリティー分光法を運用し，配列異性体の分離に成功した．加えて，質量分析感度向上のた
めのプローブの合成に成功した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
Fundamental technology including separation and mass spectrometry for miRNA measurement 
have been studied. Micro flow meter based separation system was optimized. LC system was 
established through optimization of elutant, matrix, column etc. De novo sequencing of 
miRNA (longer than 20 base) was achieved by means of iontrap-time of flight mass 
spectrometry based MS(N) analysis. Ion mobility based mass spectrometry was also 
performed to separate sequence isomers. In addition, RNA analogous MS probe was created.  
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１．研究開始当初の背景 
ポストゲノム時代を迎え，特異性，観測定量
範囲（ダイナミックレンジ）の広い堅牢なRNA
解析方法が求められている．これまでmRNAの
定量解析方法は開発されてきたが，それだけ

では不十分であり，併せて，蛋白質をコード
していないRNA類の解析が生命現象解明の鍵
となると考えられている．Non-codingRNAには
数多くの分子種が存在するが，その中でもゲ
ノム情報の流れの中心である翻訳制御に関わ
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るmiRNAの網羅的定量解析の重要性が増して
きた．しかしながら，現状のRNA観測システム
は，当該目的には不十分である．以下に重要
な問題点を記す． 
１）網羅対象がｍRNAに限定されていた： こ
れが，トランスクリプトミクスと呼ばれる所
以である．用いられる手法は，数千超のRNA
に対して最適化されており，数十塩基のmiRNA
の解析には適用困難．特に，定量解析を前提
としたmiRNAならびにその前駆体の生体から
の抽出濃縮方法は未確立だった． 
２）定量性が低い： 既存法は，網羅性を重視
するため，基板上でのハイブリダイゼーショ
ンと蛍光検出を基本にしているため，定量性
に乏しく，系統誤差を発生しやすい．故に，
定量解析が必要な場合は，蛍光プローブを用
いたリアルタイムRT-PCR法によるロースルー
プット解析を余儀なくされてきた． 
３）転写後修飾の詳細がわからない：既存法
はPCRで増幅し，あらかじめ手配したDNAプロ
ーブとのハイブリダイゼーションに基づく検
出であることは上述した．RNAは転写後に塩基
修飾，塩基置換等のエディッティングを施さ
れ成熟するが，そのような情報は既存法では
検出が困難である． 
 
２．研究の目的 
ゲノム情報実行の流れを解明するために必須
のオーム科学である『RNAオミクスの基盤技
術』の開発を目標とする．具体的にはこれま
でのトランスクリプトミクス解析技術に欠け
ている重要な要素技術，すなわち，マイクロ
ＲＮＡ（miRNA）の網羅的解析の基盤技術開発
を主眼とする． 
本研究代表者（福崎）は， 植物代謝工学のツ
ールとしてRNAiを運用しており，siRNAの取り
扱いには習熟している．また，これまでメタ
ボロミクス（代謝物総体解析）の基礎技術開
発ならびに，実用運用方法の開発を通して「低
拡散型ナノLC-ESI-MS/MSシステム」技術は世
界の第一線にあり，低分子RNAの質量分析にも
すでに成功している．高村（分担者）の「テ
ーパー流路システム」を用いた核酸精製濃縮
の技術は，分離困難だったmiRNAと前駆体の迅
速完全分離に最適である．また，桑原（分担
者）は，これまで，核酸化学分野での経験を
通して最先端の「プローブ合成技術」を有し
ている．三者の技術を組み合わせて発展させ
ることにより，前頁記載の戦略目標を達成で
きることを確信し，提案にいたった． 
 
３．研究の方法 
miRNAおよびpre-miRNAの精製濃縮システムの
開発は，「テーパー流路システム」の原理を
用いて，細胞抽出液から，蛋白質等の不純物
の除去，分子量に応じたmiRNA，pre-miRNAの
分別濃縮の両者を達成する．最終的には，ナ

ノLC－MSとの連結を計る． miRNAの低核酸型
ナノLC-ESI-MS/MSによる直接定量解析は，テ
ーパー流路システムで精製したmiRNAを対象
としてナノLC条件の最適化，質量分析条件の
最適化を行った後に，テーパー流路系とのオ
ンライン連結し，ハイスループット解析系を
達成する． miRNA前駆体（pre-miRNA）の間
接定量システムの開発は，分子量20000超の
pre-miRNAは質量分析可能な範囲だが，定量性
に乏しい．したがって，以下の戦略により定
量解析する．①pre-miRNAを逆転写しcDNAを得
る．②質量分析用のプローブを装着したオリ
ゴDNAプローブを設計し，ｃDNAにハイブリダ
イズさせる．③DNAポリメラーゼ反応を実施し，
遊離した「プローブ＋１塩基」を低拡散型ナ
ノLC-ESI-MS/MSにより精密定量する． 
 
４．研究成果 
まず最初に，miRNA 定量分析に資するナノ

LC/MS 分析系の改良を行った．75μm 内径の
石英粗管をレーザーキャピラリープラーで
先端加工し，8μm先端内径のカラムを作成し，
粒径 3μm の ODS シリカゲル粒子を充填し，
質量分析チップ一体型のナノ LC カラムを作
成し，イオントラップ型質量分析計に連結し，
超微量定量分析系を確立した．ゼブラフィッ
シュの発生胚を材料として，miRNA の抽出・
精製法の最適化検討を行った．ゼブラフィッ
シュの発生胚 (24 hpf) 100 個(130 mg FW) か
ら、total RNAは39±8 ・g (mean±SD)、miRNA
は 0.39±0.02 ・ g 回収され、total RNA に
対する miRNA の割合は約 1%であった． 
miRNA前駆体定量システムの開発に向けて、

質量分析用のプローブとなる修飾オリゴDNA
の合成を行った．プローブは質量標識部位、
リンカー部位、核酸部位(塩基配列認識部位)
の３つより構成される。質量分析器によって
感度良く検出できるプローブを開発するた
めに、質量標識部位およびリンカー部位の化
学構造の最適化を検討し含窒素化合物を有
する誘導体が高感度に検出されるなど分子
設計の指針となる知見を得た． 
 miRNA および pre-miRNA の精製濃縮システ
ムの開発として，細胞から RNA を抽出するた
めの条件の精査を行った。特に今回は、精製
濃縮の後質量分析することを考慮し、なるべ
く余計な分子が RNA に結合しないように、変
性剤を用いないで RNAをトラップする条件を
求めこと、及びその効率を高めることに注力
した。その結果、７０℃で１０分保持後、氷
上で５分保持する熱処理によって、それまで
の変性剤を用いないでも、ssRNA をトラップ
できること、トラップするための狭小部の幅
は８μｍがよいこと等が分かった。 
ナノ LC/MSによる精密微量定量システムを

実用化した．質量分析による miRNA の検出シ
ステムの開発を実施した．高分解能，高質量



 

 

精度を有し，かつ，MS(n 乗)測定が可能であ
るハイブリッド型質量分析計であるイオン
トラップ飛行時間型質量分析計（IT-TOF-MS）
を用いた．一塩基置換の配列の検出も可能と
した．同位体パターンを解析することにより，
各多荷イオン価数を確認し，分子量の精密推
定を可能とした．miRNA 前駆体定量システム
の開発に向けて，質量分析用のプローブとな
る修飾オリゴ DNA の合成を行った．これまで
の研究で，質量標識部位にはある種の含窒素
化合物を有する誘導体が高感度に検出され
ることが明らかにしたため，その知見に基づ
く分子設計を行い，複数の DNA プローブをポ
スト修飾法によって合成した．miRNA の濃縮
精製を指向し，トラップ条件とトラップ確率
の関係を精査し，トラップ確率が，電圧と流
速の比率でのみ決まり，その絶対値には影響
しないことを見出した．これは，本トラップ
が，誘電泳動によるものではなく，新しいも
のであることを示している．現在この情報を
元に，トラップメカニズムを解析するための，
数値シミュレーションを試みている．また，
細胞の解析実験では，1細胞の DNA・RNA 解析
を容易にできるように，細胞を 1つずつ自動
的に配列させて，トラップ部へ導入する機構
を完成させた．また，チップ上で PCR 解析を
行うために，Polydimethylsiloxane のガス
透過性を積極的に利用した手法を考案し，有
効性を実証した． 
 LC 分離の向上と，全く異なる分離手法との
組み合わせという 2 つのコンセプトのもと，
現状分離が難しいような配列同士を分離で
きる，高い分離性能を持つ miRNA 分析系の開
発をおこなった．まず，現状の LC 分離性能
の向上を目指し，移動相，移動相の濃度勾配，
カラム等，分析条件の最適化を主に行った結
果，逆相系の ODS カラムで，移動相条件，移
動相の濃度勾配を最適化することにより難
分離性の類似配列もピークトップ分離でき
る可能性を示した．続いて，質量分析におい
て，まったく新しい分離モードとして注目さ
れているイオンモビリティースペクトロメ
ーター（IMS)の運用を試みた．IMS は気相中
で電気泳動を行う分離装置で，イオンの形，
大きさ，電荷により分離されるため，保持時
間，質量で分離できない配列の分離が期待さ
れた．条件を種々検討することにより，難分
離性の類似配列をもつ二種のマイクロ RNAを
分離することに成功した．加えて，本研究で
は、TaqMan プローブを改良した幾種かの新規
修飾核酸プローブの設計・合成を行った。こ
れらは、プローブの 5'末端に蛍光標識ではな
く、イオン化効率の優れた質量タグを修飾し、
3'末端にリン酸を付加したものである。この
プローブを用いて PCR を行い、DNA ポリメラ
ーゼの 5'→3'エキソヌクレアーゼ活性によ
って生じた質量タグ＋ヌクレオシド１残基

を質量分析装置を用いて検出することで、目
的の遺伝子を定量的測定が可能であること
を確認した。さらに，テーパ状流路を用いた
RNA の抽出では、これまでは 2 次元パターン
で流路断面積を変化させていたが、本年度は
3 次元的に変化させることにより、処理量の
大幅な向上を目指した。板に孔を開け、上下
から流路で挟む構造で、孔数を増やすことで
超並列化も可能である。穴のパターンニング
には電子ビーム露光装置を用いた。数値シミ
ュレーションにより電場と流体場を見積も
った。3 次元流路でもトラップは確認され、
ほぼ予想した通りの性能を得た。 
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