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研究成果の概要（和文）：次世代臨床検査法の核となると考えられる幹細胞・癌幹細胞の新たな検出法であるFACS-mQ
（quantification of mRNA after FACS）の基礎技術の確立に取り組んだ。FACS-mQではRNAを分解させることなしに細
胞を蛍光標識することで、その後のFACSによる細胞の分取と遺伝子発現プロフィール解析による細胞の解析を可能とす
る。本研究の主な成果として１）血液・組織検体からの単一細胞調整法・保存法の確立、２）高感度の細胞蛍光標識法
の確立、３）細胞分取後のRNA回収と解析法の確立　が挙げられる。

研究成果の概要（英文）：The basic protocols of FACS-mQ(mRNA quantification after FACS) were established. I
n FACS-mQ, intracellular RNAs are preserved without degradation after immunolabeling with a florophore, th
en we can analyze gene expression profiles of sorted cells after FACS. We established the following three 
protocols: 1)preparation of single cells from blood or tissue samples without RNA degradation, 2)high sens
itive immunolabeling of the targeted cells, and 3) recovery and analysis of a samll amount of RNAs from so
rted cells. 
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１．研究開始当初の背景 
再生医学と癌幹細胞研究は今後最も発展

の期待できる医療分野であり、それに対応す

る臨床検査法の開発は急務である。しかし、

幹細胞や癌幹細胞は組織中に極めて少数し

か存在せず、それらの性質については明らか

でない点が多い。従って、組織や血液など臨

床検体に少数含まれる幹細胞・癌幹細胞等を

限られた情報で効率よく検出・解析する技術

の開発が新たな臨床検査法開発のための必

須条件となると考えられる。 

そ の よ う な 技 術 と し て は

FACS(fluorescence activated cell sorting)

が知られているが、FACS には下記の２つの欠

点がある。１）細胞を分離するためには目的

とする細胞に特異的な表面抗原が存在する

ことが必要であり、実際に応用できる細胞の

種類は極めて限られる。２）分離した後の細

胞の性質の解析は原則的に細胞を生きた状

態で分離した後、培養することによるが、臨

床現場でそのような操作を実現するのは困

難である。我々はこれらの問題を解決するた

め、１）組織または血液検体から採取された

細胞を適当な条件で固定・保存 ２）RNA が

分解しない条件で目的の細胞が発現する1種

類または2種類以上の細胞内抗原または特異

的 RNA を蛍光色素で標識 ４）FACS で目的の

細胞を分離 ５）回収された細胞より mRNA

を抽出して遺伝子発現プロフィールを解析

する、という一連の操作で、種々の臨床検体

中に存在する少数の細胞を任意の遺伝子の

発現をマーカーとして分離し、回収された細

胞の性質を解析するという、より汎用性のあ

る技術の開発を開始し、当方法を FACS-mQ

（mRNA  quantification after FACS）と名

づけた。  

FACS-mQ が確立すれば、限られた遺伝子発

現の情報だけで少数含まれる幹細胞・癌幹細

胞の分離が可能になるだけなく、分離した後

遺伝子発現プロフィールを解析することで、

分離に使用できる新たなマーカーが同定さ

れさらに分離が容易になるという解析の正

のループを形成することができ、幹細胞・癌

幹細胞の研究を飛躍的に進展させることに

なる。我々は１）使用するすべての試薬を

DEPC で処理し、界面活性剤を加える ２）新

しい固定液を使用する、等の数々の工夫によ

り、蛍光標識抗体、cRNA プローブ、locked 

nucleic acid(LNA) プローブを使用した

FACS-mQ の確立に世界で初めて成功した

（Yamada H et al. Cytometry A in press, 

Yamada H et al. BBRC 397:425-428, 2010）。   

 

２．研究の目的 

FACS-ｍQ は開発されたばかりの技術であ

り、臨床検査として成立させるためにはまだ

改善の必要な点が多くある。当研究では

FACS-mQ を効率的に実施するための基幹とな

るプロトコールを確立することを目指した。

具体的には下記の項目を検討した。 

１）増感法の確立 

発現量の少ない抗原、mRNA で細胞の分別が

可能なように蛍光強度を強める方法を確立

し、より汎用性を高める。 

２） 臨床検体の保存法・前処理法の確立 

臨床検体を使用してのFACS-mQの実施は未

経験であり、最適な検体の保存法・前処理法

について検討・確立する。 

３） RNA 解析法の確立 

蛍光標識後、FACS にて採取した少数の細胞

より RNA を回収し、遺伝子発現プロフィール

を正確に計測する技術を確立する。 

 

３．研究の方法 

１）増感法の確立 

①mRNA を対象とした標識 

mRNA を標識することを目的としたプロトコ

ールにおいて、ハイブリダイゼーションの時

間の延長による感度の変化を検討した。 

②細胞内抗原を対象とした標識 



使用する抗体の種類、濃度、反応時間、抗体

希釈液の変更、TSA を使用した場合の増感の

効果を検討した。 

２）臨床検体の保存法・前処理法の確立 

甲状腺の手術摘出標本を使用して、新しい

組織保存液である ThelioKeep を使用した検

体の保存、運搬を検討した。また、組織から

単一細胞を採取するための酵素処理法につ

いて検討した。採取された単一細胞の保存条

件について検討した。 

３）RNA 解析法の確立 

蛍光染色した後、FACS で解析するまでの細

胞の保存条件について検討した。また FACS

で採取された少数の細胞から効率よく遺伝

子発現プロフィールを解析する方法につい

て検討した。 

 

４．研究成果 

１）増感法の確立 

①RNA を対象とした標識 

ハイブリダイゼーションの時間を１６時

間まで延長することにより、mRNA のさらなる

分解を引き起こすことなく、FACS におけるシ

グナル/ノイズ比を向上させることが可能で

あった。この結果は文献⑤に記載している。 

②細胞内抗原を対象とした標識 

適切なモノクローナル抗体の使用、抗体濃

度と反応時間の適正化、抗体希釈液の変更、

２次抗体の使用によって、mRNA のさらなる分

解を引き起こすことなく、FACS におけるシグ

ナル/ノイズ比の格段の改善を認めた。この

結果は文献①に記載している。TSA の使用は

シグナル/ノイズ比の改善に役立たなかった。 

２）臨床検体の保存法・前処理法の確立 

ThelioKeep を使用することにより、手術で

摘出された甲状腺組織を最長４８時間まで

保存可能であった。またコラゲナーゼ・ディ

スパーゼ・トリプシンを組み合わせて使用す

ることで甲状腺組織から単一細胞を効率よ

く回収することができた。これらの細胞は

DMSO を主成分とした細胞保存液で-80C で保

存されたが、細胞内 mRNA は長期にわたって

安定であった。また、保存してある細胞の凍

結融解を繰り返しても mRNA の分解は認めな

かったが、Flow Cytometry における感度は若

干低下した。これらの結果は文献④に記載し

ている。 

３）RNA 解析法の確立 

 蛍光標識終了後の細胞は40mMDTTを加えた

溶液中でmRNAの分解をきたすことなく４Cで

少なくとも４８時間は保存可能であり、FACS

後の mRNAの回収率も良好であった。ただし、

長時間の保存では Flow Cytometry における

感度の若干の低下を認めた。 

細胞採取後の遺伝子発現プロフィール解析

において、従来法の定量 RT－PCR、最初に非

特異的プライマーで増幅をかけてその後遺

伝子特異的プライマーで定量する２段階定

量 RT － PCR 、 Whole  Transcriptome 

Amplification(WTA)の３種類を検討した。細

胞数の少ない場合の低コピーの遺伝子の発

現量の定量において、定量 RT-PCR,２段階定

量 RT-PCR はほぼ同等の検出感度であり、WTA

はこれら２つに劣った結果であった。２段階

定量 RT-PCR は多数の遺伝子の発現を複数回

検討できるため、この方法が細胞採取後の解

析に最も有用であると考えられた。 
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