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研究成果の概要（和文）：個体の表現型は、発生、分化により成立し、老化や死に至る崩壊までダイナミックに
変化する。トランスクリプトーム解析は、変化する表現型解析において最も 状態を反映する情報としてこれま
で汎用されてきた。一方で、現在のトランスクリプトーム解析は、細胞を破壊しRNAを抽出する必要があるた
め、同一の細胞の 変化を追跡することはできない。そこで、本研究では、細胞が分泌するエクソソームに含ま
れる微量なRNAと内在性のRNAが相関する独自の先行知見に基づき、生細胞の非破壊的 RNAseq法の開発を進め
た。プロジェクトを順調に終え、さまざまな検体による応用をすすめている。

研究成果の概要（英文）：The phenotype of an individual is established through development and 
differentiation and changes dynamically until it decays, leading to aging and death. Transcriptome 
analysis has been widely used as the information that best reflects the state of the changing 
phenotype. On the other hand, current transcriptome analysis cannot follow changes in the same cell 
because it requires the destruction of the cell and extraction of RNA. In this study, we developed a
 non-destructive RNAseq method for living cells based on our own previous findings that endogenous 
RNA correlates with a small amount of RNA contained in exosomes secreted by cells. The project has 
been successfully completed and is now being applied to a variety of samples.

研究分野： トランスクリプトミクス

キーワード： トランスクリプトーム　ライブセル　系譜追跡技術

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究が基盤とする技術は微量RNA操作技術である。現在単一細胞トランスクリプトームが注目を浴びる中、そ
の多くはキット化された商用プラットフォームに依存しており汎用的な反面、微量RNAを操作する場面を研究者
から奪っている一面が存在する。本研究が行うごく少量のRNAを扱う基礎技術のプロトコール化と普及は次の新
たな解析技術の基盤となる基礎研究能力の喪失を防ぎ、今後のニーズに即した研究基盤の強化につながると考え
ている。

※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 
トランスクリプトーム解析の長年にして大きな欠点は、経時変化の解析ができないスナップ

ショットであるという点である。RNA はタンパク質をコードする遺伝子発現の中間体として情報
伝達分室としての側面と、ノンコーディング RNA として生体内のさまざまな機能をもつ側面が
存在する。これら量的な変動は細胞の変動を表現型の変化に現れる前に評価できる有効な手段
であった。一方で、細胞や個体の変化は、細胞あるいは個体によって“ゆらぎ”が存在しており、
生体におけるトランスクリプトーム変化は統計的な手法による集団平均の解 析が不可欠であっ
た。 
 
２．研究の目的 
個体の表現型は、発生、分化により成立し、老化や死に至る崩壊までダイナミックに変化する。

トランスクリプトーム解析は、変化する表現型解析において最も状態を反映する情報としてこ
れまで汎用されてきた。特に次世代シークエンサー技術の発展により、トランスクリプトーム解
析が組織レベルから単一細胞レベルまで解析が可能となり生体の表現型を細胞レベルまで明ら
かにすることが可能となった。一方で、現在のトランスクリプトーム解析は、細胞を破壊し RNA
を抽出する必要があるため、同一の細胞の変化を追跡することはできないすなわち、トランスク
リプトームに基づく表現型の変化は集団を用いた統計的な推測であり、 実追跡に基づいた解析
はほとんどなされていない。そこで、本研究では、細胞が分泌するエクソソームに含まれる微量
な RNA と内在性の RNA が相関する独自の先行知見に基づき、生細 胞の非破壊的 RNAseq 法（ラ
イブセル RNAseq 法）を開発する。バルクでの解析を端緒として最終的には単一細胞レベル技術
の開発を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
Goal：生細を非破壊的にトランスクリプトーム解析し、真の経時変化を明らかにする。 
細胞は、エクソソームと呼ばれる細 胞外分泌小胞を産生する。特に、エクソソームは細胞質

の様々な物質を含んでおり微量に RNA を含有していることが知られているが、その解明はほと
んど進んでいない。申請者はエクソソームの専門家である星野歩子（東工大・研究協力者）との
連携でエクソソームに含まれる RNA の解析を行ってきた。驚くべきことに、細胞外に分泌された
エクソソームに含有される RNA と内在性の RNA はほぼ同一であり、miRNA のような小分子からタ
ンパク質をコードする長鎖の RNA まで極めて高い量的相関まで認められた（未発表、発表準備
中）。これまでに、生体のほぼすべての細胞がすべからくある一定の割合のエクソソームを分泌
することが明らかとなっている。そこで、申請者は先行知見を基に、細胞外のエクソソームに含
まれる極微量の RNA を安定的に解析する手法を確立することで生細胞の非破壊的 RNAseq 法（ラ
イブセル RNAseq 法）を開発する。培養細胞レベルで細胞集団の解析をする手法を Aim1 として
開発し、Aim2 では、個々の細胞をバーコード技術で識別し、分泌した個々のエクソソームを単
一エクソソーム RNA 解析することで、単一細胞レベルのライブセル RNAseq 法の開発を行う。こ
れら技術が完成された場合、マウスを用いた個体レベルの解析にも挑戦する。 
 
 
４．研究成果 
 
個体の表現型は、発生、分化により成立し、老化や死に至る崩壊までダイナミックに変化する。
トランスクリプトーム解析は、変化する表現型解析において最も 状態を反映する情報としてこ
れまで汎用されてきた。一方で、現在のトランスクリプトーム解析は、細胞を破壊し RNA を抽出
する必要があるため、同一の細胞の 変化を追跡することはできない。すなわち、トランスクリ
プトームに基づく表現型の変化は集団を用いた統計的な推測であり、実追跡に基づいた解析は
ほとんど なされていない。そこで、本研究では、細胞が分泌するエクソソームに含まれる微量
な RNA と内在性の RNA が相関する独自の先行知見に基づき、生細胞の非破壊的 RNAseq 法の開発
を進めた。培養細胞 C2C12 マウス筋芽細胞は 5日間の分化刺激条件の下、形態的およびトランス
クリプトーム変化を経て分化する。既に蓄積している本細胞を用いた多くのトランスクリプト
ーム解析データを活かして、ライブセル RNAseq 法の樹立を進めた。細胞の分化刺激後、培養上
清からエクソソーム分画を回収し、分画ごとの RNAseq を行った。RNAseq は全 RNA を解析する
total RNAseq 法で行い、内在性の RNA を用いた RNAseq データと比較し、相関性を検証した。ま
た C2C12 細胞以外にマウス ES 細胞、K562 細胞を用いて多角的な検証を行った。更に、単一細胞
レベルでのライブセル RNAseq 法の開発を進めた。C2C12 マウス筋芽細胞をモデルとして開発を
行い、エクソソームを個別に解析する技術開発の原 理実証に成功した。細胞一つ当たり 1000 個
のエクソソームが分泌されるため、10x とした単一細胞トランスクリプトーム解析プラットフォ
ームでは単一エクソソーム解析は不可能である。そこで、空間オミクス技術の着想より網羅的な



解析法を確立した。プロジェクトを順調に終え、さまざまな検体による応用をすすめている。 
本研究が基盤とする技術は微量 RNA 操作技術である。現在単一細胞トランスクリプトームが注
目を浴びる中、その多くはキット化された商用プラットフォームに依存しており汎用的な反面、
微量 RNA を操作する場面を研究者から奪っている一面が存在する。本研究が行うごく少量の RNA
を扱う基礎技術のプロトコール化と普及は次の新たな解析技術の基盤となる基礎研究能力の喪
失を防ぎ、今後のニーズに即した研究基盤の強化につながると考えている。 
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