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研究成果の概要（和文）： 

Chum-RNA増幅法とはPCRを用いずに１個相当のヒト細胞から高品質な cDNA ﾗｲﾌﾞﾗﾘｰ作製
可能にする技術である。T7RNA ポリメラーゼによる線形増幅により膨大な遺伝子群を包括的に
偏在無く増幅できる。本課題は、Chum-RNA 増幅効果を実用的な分野への応用研究を展開する
ことにある。マイクロアレイ解析法、リアルタイム PCR 解析法、および微生物の高感度検出
RT-PCR 法へ Chum-RNA を適応して増幅効果を認めることができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Preparation of high-quality cDNA is needed for functional analysis of gene function. However, 
reverse transcription PCR, an exponential amplification method causes a bias to majority of RNA 
molecules, because the reaction rate of enzymatic reaction depends on the concentration of the 
substrates. We developed a novel method for amplification of ultralow amount RNA by addition of 
dummy substrate RNA (Chum-RNA) into in vitro transcription and RT reaction system. 
Chum-RNA increases virtual concentration of substrate in the system, and the enzymes can 
catalyze the reaction for a very small number of RNA molecules. This novel technology enabled us 
to construct a high-quality cDNA library which reflects the original distribution of mRNA 
molecules from a single cell amount of RNA. Here, we report that this technology can be applied to 
Microarray analysis and Real time PCR method. 
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１．研究開始当初の背景 

我々が独自開発した Chum-RNA 増幅法は

PCR 法を全く採用せず１個のヒト細胞から

高品質な cDNA ﾗｲﾌﾞﾗﾘｰを作製できる革新的

な技術である。これまで１個のヒト細胞由来

の極微量 mRNA から cDNA ﾗｲﾌﾞﾗﾘｰを作製

できるまで増幅する技術は国内・国外におい
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て幾つか発表されてきたが、そのいずれもが

PCR 法に代表される指数関数的な増幅ステ

ップを含んでいる。 
２．研究の目的 

Chum-RNA 増幅法は T7RNA ポリメラー

ゼを利用した線形増幅のみ用いるため、膨大

な遺伝子群を包括的に偏在無く増幅させる

ことができる。Chum-RNA 増幅法を応用す

れば、１個のヒト細胞における網羅的な遺伝

子群の発現パターン解析ができる。本研究計

画では Chum-RNA 増幅法を基盤として、マ

イクロアレイ解析法、リアルタイム PCR 法

および RT-PCR 法など実用的分野への応用

研究を展開する。 
３．研究の方法 

(1) DNA マイクロアレイ解析への応用： 

DNA マイクロアレイ解析法について

Chum-RNA 増幅効果の応用を検討した。極微量

RNA を検出する精度の向上を検討するため

Chum-RNA を反応液に加えた場合と加えない

場合の増幅された相補鎖 RNAシグナル強度を

比較することで、Chum-RNA 増幅効果を検討し

た。Chum-RNA 添加した極微量 RNA（5ng 

RNA+ChumRNA）は添加しないスタンダードな

RNA（500ng）よりも膨大な増幅効果を発揮し

た （ 図 １ 参 照 ） 。

図１：Chum-RNA による微量 RNA の増幅効果を極微量分光

光度計で測定した。 

まず対照実験として、500ng の全 RNA を用

いて Chum-RNA(3 uM)無添加でオリゴ dT プラ

イマーと RTase により逆転写を行い、T7 RNA

ポリメラーゼにより Cy ラベル化相補鎖 RNA

を増幅させ、そのサイズを極微量分光光度計

（ﾊﾞｲｵｱﾅﾗｲｻﾞｰ）で測定し、幅広いサイズ分

布を示す（RNA は壊れていない）ことを確認

した（図１；水色曲線）。次いで、5ng の全

RNA を用い、反応液に Chum-RNA(3 uM)を添加

して同様に逆転写したところ、全サイズに亘

って幅広いサイズ分布を示すことが確認さ

れた（図１;で青色曲線）。Chum-RNA 添加によ

りやや短いサイズにピークがシフトしてい

るが、これは反応液に残存した大量の

Chum-RNA の背景効果（バックグラウンド）と

考えられる。 

(2)リアルタイム PCR への応用： 

次にリアルタイム PCR による Chum-RNA の検

出向上効果の検討を行った。Chum-RNA 開発時

のプロトコールはポリ A を持つ mRNA をター

ゲットに増幅が可能かどうかを評価した。実

際にはポリ A 鎖を持たない RNA も存在する。

リアルタイム PCRではランダムプライマーに

よって cDNA 化を行うことにより、ポリ A を

持たない RNA に対してもの Chum-RNA の増幅

効果を検証した。反応液に加えた5ngの全RNA

に Chum-RNA を添加しリアルタイム PCR を行

った。すると早いサイクルで蛍光量が立ち上

が っ た （ 図 ２ ） 。

 



 

 

図２：Chum-RNA によるリアルタイム PCR における増幅効

果の測定 

(3) 微生物の高感度検出法への応用： 

RT-PCR 法を基盤とした微生物の種特異的

高感度検出法の開発にあたり、大腸菌 BL21

株の検出系の構築を行った。当該細菌の 16S

リボゾーム RNA (rRNA) を鋳型として逆転写

PCR 反応 (RT-PCR)を行う。この際に新規に開

発した低分子量RNA (eChum-RNA) を反応系に

加えることで通常では酵素反応の進行が困

難であるごく微量の rRNA に対して増幅反応

を起こし検出する。本手法は汎用される細胞

中に 1分子しか存在しないゲノム DNA を鋳型

にする手法と異なり、細胞に数千~数万分子

存在する rRNA を鋳型に用いるため少数の細

胞からも十分量の鋳型分子を確保できる。

eChum-RNA は rRNA の逆転写プライマーDNA の

アニール領域に相同な低分子量 RNAで逆転写

反応に多量に添加することで、反応系中の見

かけの鋳型濃度を増大させる。これにより反

応活性が反応系中の基質分子濃度に依存す

る酵素反応において活性が上昇することで

微量の鋳型 rRNA から、PCR 反応で増幅可能な

逆転写産物を得る (図 1)。 

図 1. eChum-RNA の原理 

はじめに細菌一細胞に含まれる rRNA 量を

見積もるため、大腸菌 BL21 株の各増殖期に

おける全 RNA 収量を計測した。対数増殖初期

に一細胞当たり65.0±11.0 fgのRNAを有し、

増殖静止期にかけて減少することを確認し

た。大腸菌の全 RNA の約 8 割が rRNA に由来

することから鋳型となる一細胞当たりの

rRNA分子は二万～二千個となった。次に BL21

株の極微量全 RNA を鋳型として eChum-RNA の

添加による目的 DNA断片の増幅効率を検討し

た。eChum-RNA を添加せずに RT-PCR を行った

場合は 1 pg の全 RNA に対してまでしか増幅

が得られなかったのに対して、eChum-RNA を

添加することで 1 fg の全 RNA に対しても増

幅が確認された。この結果は eChum-RNA の添

加によりより少量の鋳型 rRNA に対しても逆

転写反応が進んだことを意味すると同時に、

一細胞未満の鋳型 rRNA を増幅できたことを

意味し、本手法の有用性を示すものである

(図 2)。 

図 2 eChum-RNA による高感度検出の概念図(上)と微量

rRNA の検出(下) 

４．研究成果 

(1) DNA マイクロアレイ解析への応用： 

長鎖サイズの相補鎖 RNA も対照と比較して

遜色なく増幅されている。対照の 100 分の１

量である 5ngで幅広いサイズに亘って増幅で

きることは Chum-RNA 添加が極微量の RNA を

用いた DNAマイクロアレイにも有用であるこ

とを強く示唆する結果である。 

(2)リアルタイム PCR への応用： 

Chum-RNAはmRNAを増幅するため３プライム

末端にポリ A をデザインしているが、全 RNA



 

 

を標的としたランダムプライマーを用いた

逆転写反応でさえ Chum-RNA の増幅効果を発

揮できた。 

(3) 微生物の高感度検出法への応用： 

従来と全く同様の反応系に eChum-RNAを添

加するだけで、一細胞未満の高感度な標的

RNA 分子の増幅・検出を可能にするので、ウ

イルス由来 RNA など他の RNA 分子種にも広く

適用可能である。基礎研究のみならず微生物

感染症やそれに係る自己免疫疾患等の疾病

の早期診断等の臨床応用も期待される。 
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