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研究成果の概要（和文）：　本研究では、逆転写を伴うデジタル核酸定量法と、融解曲線解析によって増幅した
核酸を識別してそれぞれ定量するデジタル核酸定量法という２つの新たな検出方法を検討した。等温増幅法は、
７０℃近辺で維持するだけで核酸を増幅することができるが、１０倍ほど濃度差がなければ判別できないという
問題点があったが、逆転写を伴う等温増幅キットのデジタル化により２倍程度の濃度差でも検出できる様になる
ことが分かった。また、網膜の再生医療に活用される細胞の品質管理に用いられるゲノム変異を検出するため、
等温増幅用のプライマーを新規設計し、デジタル核酸増幅て融解曲線解析で生型と変異型の核酸を識別して定量
できることが分かった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined two new detection methods: digital nucleic acid 
quantification method with reverse transcription and digital nucleic acid quantification method of 
identifying and quantifying nucleic acid amplified by melting curve analysis. The isothermal 
amplification method can amplify a nucleic acid only by maintaining it at around 70 ° C, but there 
is a problem that it can not be determined unless there is a 10-fold concentration difference, but 
digitization of the isothermal amplification kit with reverse transcription It has been found that 
it becomes possible to detect even a concentration difference of about 2 times. In addition, in 
order to detect genomic mutations used for quality control of cells utilized for regenerative 
medicine of retina, newly designed primers for isothermal amplification, digital nucleic acid 
amplification, and biotyped and mutated nucleic acid by melting curve analysis. It turned out that 
it can be identified and quantified.

研究分野：トランスレショナルリサーチ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノムをあらかじめ調べた上でその患者に適した薬剤を処方する「個別化医療」の実用化が始まり、より簡易的
に、より正確に、より迅速に、より低価格で、より多様な核酸の差異を識別するための技術開発の重要性が高ま
っている。本研究でRNAの迅速簡易定量とゲノム変異の融解曲線解析による定量という２つの新たな検出方法の
可能性を見出した。既存の核酸検出の改良や、新たな個別化医療や再生医療の創出に貢献する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 次世代シーケンサー等の技術革新により、核酸解読の規模の拡大と制度の精密化が進んでい
る。それに伴い、核酸配列と病気との関係性もより緻密に明らかになりつつあり、近年癌の個別
化医療等が実用化されつつある。研究代表者らも癌等の診断に活用できる核酸マーカーの候補
を見出してきたが、その一方でこれらを実用化するには、実際に活用する臨床現場に即した簡易
的な検出を実現必要がある。 
 最も汎用的で簡易的な核酸検出方法として、温度変化を繰り返して標的核酸を増幅する PCR
法がある。PCR 法は、デジタル化による高感度絶対定量や、検出プローブの工夫による感度の
改善が行われているが、迅速性に課題が残されていた。一方、温度を６０−７０℃に維持するだ
けで標的とする核酸を増幅できる等温増幅法は、PCR を凌ぐ迅速な検出が可能性であるが、定
量制や感度に課題があった。この様に迅速性、定量性、感度、特異度を同時に充足する簡易的核
酸検出法は存在しない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、迅速で簡易的なデジタル等温増幅法をデジタル化することにより、定量性と
感度を改善し、プローブ等の工夫により検出の特異度と定量性を改善し、複数の標的核酸を迅速
に検出するための核酸検出の要素技術を導出することとした。 
 本研究では、RNAの逆転写を伴うデジタル等温増幅と、デジタル等温増幅後に融解曲線解析
することにより、混合状態の野生型と変異型の核酸溶液中に含まれるそれぞれ核酸を定量する
技術を検証することとした。 
 
 
３．研究の方法 
  
 
 RNAの逆転写を伴うデジタル等温増幅法の検証では、インフルエンザ検出用の等温増幅用の
プライマー・プローブセットを活用した。デジタル検出するために、約２万個の well に分ける
ことができるチップタイプの市販の検出システム（Applied Biosystems QuantStudio 3D デジ
タル PCRシステム）を使用した。 
 融解曲線解析を伴うデジタル等温増幅法の検証では、網膜再生医療の細胞の品質管理に活用
する核酸変異マーカーを標的とした等温増幅検出用のプライマーとプローブを新たに設計した。
検出には、温度制御をしながら顕微鏡観察する新たな検出システムが必要であるため、温度制御
ユニットを自作した。また、代替となる検出システムとして、マイクロ流路を用いて溶液を分画
するタイプの方法（フリューダイム 、 Biomark HD、 Digital PCR）についても検証した。  
 
 
４．研究成果 
 
4.1. RNA の逆転写を伴うデジタル等温増幅法の検証 
 
逆転写を伴う等温増幅法にて、フルオロジェニックプローブの導入とデジタル化による定量
性の改善効果を評価した。まず通常のチューブ反応による検出時間を用いた評価方法にて、一般
的な蛍光インターカレーターとフルオロジェニックプローブを比較した。すると一般的な蛍光
インターカレーターは、1万コピーを下回るとコピー数が変化しても検出時間は変わらず定量が
できなかっただけでなく、テンプレートなしでもシグナルが検出された。これに対して、後者は
1 万コピー以下でも 10 倍程度の差であれば検出時間に統計学的有意差が認められ、テンプレー
トなしではシグナルが検出されなかった。次にデジタル定量プラットフォームを用いて両者の
プローブの効果を検証した。このデジタル定量においても通常の蛍光インターカレーターでは、
バックグラウンドが大きく上昇し、定量が困難 であるのに対し、フルオロジェニックプローブ
はバックグラウンドの上昇が抑制されていることも分かった。また、定量に適した反応時間が存
在するため、最適化が必要であることが分かった。フルオロジェニックプローブを用いて、最適
な反応時間で定量すれば、一般的なチューブ反応では困難であった 1万コピー以下であっても 2
倍程度の差を識別できることが分かった。当初、最終年度に実用例として検証する対象の候補と
して、汎用がん RNA マーカーや、子宮体癌リンパ節転移予測 RNA マーカーの候補から、検出対象
とするがんマーカーの絞り込みを行い、子宮体癌リンパ節転移予測マーカー2 つを絞り込んだ。
しかし、異動に伴う研究環境の変化により、がんマーカーに関する研究については、中止して、
網膜再生医療の品質管理に関わるマーカーを対象とすることとした。 
 
 
 



4.２. 融解曲線解析を伴うデジタル等温増幅法の検証 
 
網膜再生医療の品質管理に関わるマーカーの１つとして、ゲノム変異を検出するものがある。
このマーカーを用いることで、iPS 細胞から移植に活用する RPE 細胞を誘導する過程で、不適切
な細胞を除去して大幅にコストカットを実現できる可能性がある。このマーカーを用いて品質
管理を行うには、核酸の変異を検出可能で、さらに、簡易的な検出方法で、迅速に定量できた方
が好ましい。本研究において検討しているデジタル等温核酸増幅法によりこれらを実現し、iPS
細胞由来 RPE 細胞移植技術に貢献できる可能性があることが分かった。 
この核酸マーカーは複数存在するが、初期標的として品質管理マーカーとして最も適してい
る対象 1つに絞り込み、等温核酸増幅法による核酸増幅を実現できるか検討することとした。等
温核酸増幅法で使用するプライマーとプローブを 3セット分設計・合成し、陽性対照核酸配列も
しくは陰性対照配列を含む条件、および核酸を含まない条件(NTC)にて等温核酸増幅反応を行っ
た。いずれのプライマー/プローブセットにおいても、陽性対照、陰性対象、および NTC を判別
することは可能であったが、3つのうち 2つは NTC であっても蛍光シグナルが強い傾向にあった
ため、プライマー/プローブセットを 1 つに絞り混んだ。また、核酸の濃度を 10 倍変動させて
も、その濃度差を判別することはできないことが明らかとなり、RNA の逆転写を伴う等温増幅法
と同様に、デジタル化しない限り定量が困難であることを再度確認した。  
次に、絞り込んだ iPS 細胞由来 RPE 細胞の移植用品質管理マーカー検出用のプライマーを高
純度で作成して、デジタル検出の有効性を確認した。 まず、通常のチューブによる検出方法の
スペックを検証した。昨年度増殖曲線の解析から標的分子の有無と、融解曲線解析から野生型/
変異型であるかの判別が可能であることを確認したが、定量性はなく核酸濃度が 10 倍異なって
もその差異を判別できないことが明らかにした。今年度は、新たに濃度が標的分子の濃度が薄く
なると検出できないこと、野生型に変異型が混在する場合に両者を定量可能か検証したところ、
シグナルが融合して両者を判別・定量できないことを確認した。 マイクロ流路を活用してデジ
タル化するプラットフォームを活用して上記の改良を試みた。すると、通常の方法では検出でき
ない低濃度の標的であっても検出可能になり、さらに 2 倍程度の小さい濃度差を判別できるこ
とが分かった。また、野生型と変異型が混合したサンプルであっても、デジタル化した個々の
well の 融解曲線は、野生型、変異型、全くない、のいずれかで、well をカウントして得た定量
値は仕込み量に相関しており、上記と同様に 2 倍程度の小さい濃度差であっても判別可能であ
った。 マイクロ流路を用いたプラットフォームは高価であるため、より低価格でデジタル化す
ることが見込めるチップタイプの測定系の構築を検討した。温度制御しながら蛍光顕微鏡観察
するための簡易的な温度制御装置を自作して、一般的な蛍光顕微鏡でも温度制御しながらデジ
タルチップの well を評価できることを確認し た。また、この検査方法の解析データを安定化さ
せるために、検査対象である iPS 細胞由来 RPE 細胞の検査前の細胞の状態を維持するために保
存方法に関して検討し、最適な温度条件も見い出した。  
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