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研究成果の概要（和文）：高感度蛍光発色（Fluorescence Resonance Energy Transfer: FRET；蛍光共鳴エネル
ギー移動）を利用して、培養細胞や組織切片上での小分子非翻訳RNAであるマイクロRNA発現動態を検出すること
のできる新たな高感度検出法として、FRET based molecular beacon probe for in situハイブリダイゼーショ
ン(FRET-ISH)法を開発した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a new application of fluorescence resonance energy 
transfer based molecular beacon probe for in situ hybridization (FRET-ISH) for detection of specific
 microRNA at the tissue and cellular level.

研究分野： 分子組織細胞化学

キーワード： in situハイブリダイゼーション　マイクロRNA　蛍光

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんを含む様々な疾病に関与する小分子非翻訳RNAであるmicroRNA (miRNA)について、組織や細胞での発現動態
を解析する新たな検出法として、FRET based in situハイブリダイゼーション(FRET-ISH)法を用いた高感度
miRNA 局在検出法を開発した。このFRET-ISH法は、様々なmiRNAの特定の細胞や組織での細胞生物学的役割や疾
病への関与について新たな知見が得られる有用な方法論であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

細胞内には mRNA のほかに、25 塩基数以下の小分子非翻訳 RNA である miRNA が多数存

在し、タンパク質をコードする遺伝子の少なくとも約 3 分の１の発現を制御し、個体の発生、

恒常性の維持、再生、あるいはがんや糖尿病、脂質代謝異常などの様々な疾患に関与すること

がわかってきた（Cell 116, 281-97, 2004, Nature 435, 834-8, 2005, Jpn J Clin Oncol. 43, 

596-607, 2013）。その発現解析には、組織や細胞全体での発現量を解析できるノザンブロット

法、マイクロアレイ、リアルタイム PCR が利用されるが、miRNA 発現量の比較は可能だが、

組織・細胞内での特定の miRNA の発現動態についての解

析は困難である(FEBS Letters 589:1694-1701)。 

一方、組織・細胞レベルでの mRNA の特異的発現局在の

解析法としては、個々の細胞での発現を解析できる ISH 法

が頻用されている（J Cell Sci.127:2040–52, 2014, 組織細

胞化学 2015, 77-91, 2015）。この方法論では、化学物質（ジ

ゴキシゲニン等）あるいは蛍光物質（FITC 等）をプローブ

標識として用いて免疫組織化学により間接的に局在を視覚

化するのが一般的である。しかしながら、18－25 塩基数程

度の短い配列の miRNA の検出には、ハイブリダイゼーシ

ョン効率や検出感度の問題から未だ ISH 手技が確立しているとはいえない。 

研究分担者である石塚らは、従来の蛍光標識とは全く異なる原理で蛍光を発する現象である

Fluorescence Resonance Energy Transfer: FRET；蛍光共鳴エネルギー移動（図 1：両端が離

れることにより Fluorophore が蛍光を発する現象）を利用し、特に染色体上でのテロメア DNA

の発現解析を蛍光 in situハイブリダイゼーション（FISH）で行っている（J Am Chem Soc. 135, 

14–17, 2013. Curr Protoc Nucleic Acid Chem. 13, 1–13, 2015）。 

我々は既に、この FRET の原理を利用して、組織切片上で検出可能な ISH 用蛍光標識 28S

プローブを作製し、マウス精巣において 28S rRNA を細胞

質と核小体に緑色（あるいは白色）として認め、通常の ISH

法において FRET の有用性を証明している。また、この

FRET-ISH 法の利点として、Fluorophore と Quencher の

組合せによる多重染色が容易であると考えられ、従来不可

能であった、mRNA と miRNA を同時に直接視覚化するこ

とも可能となり、細胞内での遺伝子の発現制御に関する詳

細な知見が期待できる。 

 

２．研究の目的 

高感度蛍光発色：FRET を利用して、組織切片上で特定の細胞での小分子非翻訳 RNA であ

る microRNA (miRNA)発現動態を解析する新たな検出法として、FRET based in situ ハイブ

リダイゼーション(FRET-ISH)法を開発し、組織・細胞レベルでの miRNA 局在検出法を確立

する。この方法論を用いて、ラット肝再生モデルや培養細胞等をもちいて特定の miRNA 発現

と細胞増殖・分化・再生ならびにがんとの関連性を解明すると共に、エレクトロポレーション

を用いて肝臓および培養細胞に miRNA 阻害剤を導入し、miRNA 制御による新たな治療戦略

の可能性を探る。 

 

３．研究の方法 

新規高感度蛍光標識プローブによる FRET-ISH 法を開発し、miRNA の組織・細胞内局在の

視覚化並びに細胞増殖・分化・再生機構への関与を解明する為、以下の研究を計画する。①通

常の ISH の陽性コントロール用 28S rRNA 配列を基にした miRNA に対応する短いプローブ

を作製し最適な FRET-ISH 条件（温度、溶液組成、洗浄条件等）を確立する。②正常組織で大

量に存在する miRNA である miR-122 による FRET-ISH 陽性コントロールを確立する。③ラ

ット肝 70％切除モデルを作製し miR-21 の経時的な発現動態を検討すると共に miR-21 発現抑

制を行い、細胞増殖・分化・再生に関与する諸因子との関連性を検討する。 



 

４．研究成果 

FRET-ISH 法による、組織・細胞レベルでの新たな miRNA 局在検出法を開発するために、

標的とする miRNA 自体が 25 塩基以下と非常に短いことより、miRNA 用プローブのハイブリ

ダイゼーション条件の最適化を行うと共に、複数の RNA の同時検出についての可能性も検討

した。 

具体的には、大量に組織内に発現している 28S rRNA について、通常 ISH 陽性コントロー

ルに使う 28ＳrRNA 検出

プローブ配列（39 塩基数）

か ら、miRNA の塩基数

に対応した 22 塩基数の短

いプローブ配列を選択し、

蛍 光 色 素 を 標 識 し た

FRET 標識プローブを作

製し、マウス臓器のパラフ

ィン切片を用いて①プロ

ーブ濃度、②ハイブリダイ

ゼーション温度、③ハイブ

リダイゼーション溶液組成、④ハイブリダイゼーション反応時間と洗浄条件、を検討して小分

子 RNA 検出のための FRET-ISH 法の最適な条件検討を行った。その結果、通常の ISH 法と

比較して、プローブ濃度は１/10 に、ハイブリダイゼーション反応時間は 3 時間 （通常 17 時

間）で検出可能であった。更に、FRET を用いることで、通常は困難な同一切片上での複数の

遺伝子局在証明も可能となった（図３）。 

この条件を基に、肝臓に豊富に存在す

る miR-122 の FRET プローブを作製し

マウス肝組織内発現を検討した。その結

果、miR122 は、正常肝組織内の中心静

脈周囲の肝細胞での発現が強く認めら

れ、miRNA 発現が組織内の部位により

異なっている可能性があることが判明

した（図４）。 

以上、我々は、組織細胞内での miRNA の発現局在の検出に関する新たなツールとして

FRET-ISH 法の開発に成功し、その有用性について明らかにした。 

今後、本技術を基盤として、ラット肝再生モデルや培養細胞等をもちいて特定の miRNA 発

現と細胞増殖・分化・再生ならびにがんとの関連性を解明していく予定である。 
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