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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現量解析用プローブとして，オリゴ DNA の両端に親フッ素

性のフルオラスタグと蛍光物質フルオレセインを付加した FF hybridプローブを新たに開発

した。本プローブとサーマルサイクラー，そしてフルオラス HPLC-蛍光検出システムを組み

合せることで，既存のリアルタイム PCR と比較して感度，精度，網羅性に優れた遺伝子発

現解析法を確立した。本法はプローブの構造を変えることでさらに多くの遺伝子量を同時定

量することが可能であり，臨床化学分野などへの応用が期待できる。 

 
研究成果の概要（英文）：We have developed a new type of analytical probe gene expression 

–so called FF hybrid probe– that functions through a fluorous separation technique. This 

probe is consisted of oligonucletotide, fluorescein and perfluorooctyl chain (fluorous tag). 

By using this probe, sensitive, precise and comprehensive analysis of gene expression 

could be analyzed. 
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１．研究開始当初の背景 

生命現象において mRNA への転写を経て
最終的にタンパク質の機能発現により表現さ
れる遺伝子の発現解析は，生命現象をシステ
マチックに理解する上で極めて重要である。
ゲノム DNA から転写された mRNA の定量法
としては，古くはノーザンブロッティング法に始
まり，逆転写 PCR後にサザンブロッティング法
などで解析する手法が採られてきた。しかしな
がら，これらの手法は多くのマニュアル操作を
含んでおり，その結果は研究者自身の手技に
大きく委ねられる。近年では TaqManプローブ
や蛍光性インターカレーターなどを用いたリア
ルタイム PCR 装置の普及により，極力マニュ
アル操作を排除した自動解析が可能となって

いるが，その検出感度，分析精度は必ずしも
十分とはいえない。また，同一サンプル中でコ
ントロール遺伝子の発現を含めた複数遺伝子
の同時発現解析（マルチプレックス解析）を行
うには検出遺伝子数に限界があり，このことが
測定サンプル数の増加，解析結果のばらつき，
測定時間の延長などに繋がっていた。 

 

２．研究の目的 

そこで研究代表者は，自身のこれまでの研
究成果であるフルオラス分離技術を利用す
る微量生体成分の高感度・高選択的 HPLC-

蛍光分析法をさらに発展させ最大限に駆使
することで，遺伝子発現量を超高感度，高精
度，網羅的に解析できる技術を構築すること
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を狙いとした。すなわち本研究では FF 

hybrid プローブとフルオラス HPLC-蛍光検
出システムという 2 つの基盤技術を用いるこ
とで，従来リアルタイム PCR 法やノーザン
ブロッティング法により行われていた遺伝
子発現量の解析をより高感度に，高精度に，
そして網羅的に行うことができる画期的な
解析法の開発を行った。FF hybrid プローブ
はTaq DNAポリメラーゼによるPCR増幅の
際に 5’→3’エキソヌクレアーゼ活性によっ
て加水分解を受け，最終的にはフルオラスタ
グを持たない蛍光性モノヌクレオチドを生
じる。この反応液をパーフルオロアルキル基
で修飾されたフルオラスカラムと通常の逆
相カラムを連結した HPLC-蛍光検出器に注
入すると，過剰に残存する未反応プローブは
フルオラス HPLC カラム内で選択的に吸着
除去され，蛍光性ヌクレオチドのみが続く逆
相カラムにより分離され，蛍光検出される。
（図 1）。このときの分析結果は，既存のリア
ルタイム PCR 同様，段階希釈した既知濃度
の DNA サンプルを用いて予め作成した検量
線と照らし合わせることで PCR に用いた初
期鋳型の DNA 量として求めることができる 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３．研究の方法 

ハウスキーピング遺伝子 4種（ACTB，B2M，
G6PD，GAPD）に相補的なオリゴ DNAの 5’

末端にスペーサー長の異なる（C4，C6，C8，
C10）フルオレセイン誘導体を，3’末端に C8F17

のパーフルオロアルキル鎖を導入した FF 

hybrid プローブを合成した。このプローブを
PCRプライマー，既知量のヒト cDNA存在下，
Taq DNA ポリメラーゼによる PCR 増幅反応
後に HPLC 分析した。これにより過剰に残存
する未反応プローブはフルオラス HPLC カラ
ムにより完全に除去され，続く逆相 HPLC-

蛍光分析の結果から蛍光性モノヌクレオチ
ドが添加したヒト cDNA量に応じて定量的に
生成する。4種の FF hybrid プローブを用いて
PCR 条件設定，HPLC 条件設定，分析バリデ
ーション（再現性，定量性，検出・定量限界）

を行い，遺伝子発現量解析法としての有用性
を評価した。次に，7 種類のサイトカイン遺
伝子解析用 FF hybrid プローブの合成を行い，
前述のプローブと同様に PCR 条件設定，
HPLC 条件設定，分析バリデーションを実施
した。実試料として，ヒト血管内皮培養細胞
を Lipopolysaccharide （LPS）刺激することに
より得られるサイトカイン遺伝子が多く発
現した試料を調製し，同試料中に含まれるサ
イトカイン遺伝子群の同時定量を行った。 

 
４．研究成果 

平成 23 年度は，（1）ハウスキーピング遺

伝子解析用 FF hybrid プローブの合成，（2）

同プローブ群を用いた各種条件（PCR 反応条

件，HPLC 分離条件など）設定，分析バリデ

ーションを行い，遺伝子発現量解析法として

の有用性を評価した。その結果，FF hybrid

プローブの添加により，各遺伝子の cDNA 量

とPCR反応サイクル数に応じたFAM標識モ

ノヌクレオチド（AMP，CMP，TMP）がそ

れぞれ遊離された（図2(a））。これらのHPLC-

蛍光検出による分析結果をもとに，増幅サイ

クル数と蛍光強度の関係をプロットするこ

とで，リアルタイム PCR と同様の増幅曲線

を描けた（図 2(b)）。この増幅曲線から検量

線を作成すると，各遺伝子に対し少なくとも

10-100 ng の範囲で良好な定量性を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

平成 24 年度は，（1）7 種類のサイトカイン
（IL-1ra,IL-β,IL-5,IL-10,IL-13,TNF-α,IFN-γ）遺
伝子解析用 FF hybrid プローブの合成，（2）
同プローブ群を用いた各種条件（PCR 反応条
件，HPLC 分離条件など）設定，（3）ヒト血
管内皮培養細胞（HMEC1 cells）の LPS 刺激
によるサイトカイン遺伝子群が豊富に発現
した試料の調製（4）（3）の試料を用いたサ
イトカイン遺伝子群の網羅的検出を実施し
た。図 3 には作製したサイトカイン遺伝子検
出用 FF hybrid プローブの構造を示す。 

 

 

図 2  (a) 3 種遺伝子のクロマトグラム 

(b)PCR 増幅曲線  

FF hybrid プローブの構造 

図 1 FF hybrid プローブによる遺伝子 

発現量解析の構造 

FF hybrid プローブの構造 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果，FF hybrid プローブの添加により，
各遺伝子の cDNA 量と PCR 反応サイクル数
に応じたリンカー長さの異なる 7 種類の
FAM 標識モノヌクレオチド（AMP，CMP，
TMP）がそれぞれ遊離された。これらの
HPLC-蛍光検出による分析結果をもとに，増
幅サイクル数と蛍光強度の関係をプロット
することで，リアルタイム PCR と同様の増幅
曲線を描けた。しかしながら，ヒト cDNA 標
品からは，各遺伝子を検出できなかった。こ
れは用いた試料中で発現していたサイトカ
イン遺伝子の発現量が極めて低かったため
と考察された。そこで，ヒト内皮血管細胞株
血球系培養細胞 HMEC１を用い，炎症性サイ
トカインの分泌促進剤である LPS を培養培
地に添加したときのサイトカイン遺伝子の
mRNA を抽出し，逆転写することでサイトカ
イン遺伝子が多く発現していると思われる
cDNA サンプルを得た。その結果，HMEC1

細胞試料からは，一部のサイトカイン遺伝子
しか検出されず，並行して実施したリアルタ
イム PCR の結果からもその発現量が極めて
低値であることが示唆された。今後，ヒト血
球試料などを用いた研究を更に実施する必
要であると考えられた。 

以上，本助成を賜ることにより，遺伝子発
現量の高感度，高精度，網羅的新規解析法の
大きな礎を築くことができた。今後，精度評
価，既存の解析法との感度比較を更に実施す
ることで，様々な分野の研究者等にこの解析
法を提供できるものと考えられる。 
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