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研究成果の概要（和文）： QUAL/FRET 法は標的とする核酸保有細胞を同定する手法として
有用性が高い。Probe の導入効率に関して、fluorescein 標識 dextran を使用し検討した。高分子
の標識 dextran は核内に分布せず、胞体内に分布し、設計上、比較的高分子の probe が必要とさ
れることが判明した。probe の導入効率を、細胞を変え、検討したが、リンパ球、接着性のあ
る培養細胞で導入効率が 50%を下回った。これらの細胞にも安定して probe が導入できる手法
の改善が今後の課題である。 
 
研究成果の概要（英文）：QUAL/FRET method is effective to determine the cells in which 
have specific mRNA. In this study, we examined the efficacy on insertion of probes using 
fluorescein labeled dextran firstly. Relatively high molecular ones did not enter into 
nucleus and distributed in cytoplasm. On the other hand, the efficacy of the insertion was 
studied in cell lines and peripheral blood cells. The efficacy was not sufficient in adherent 
cells and lymphocytes. It should be improved by changing molecular size of probe and 
conjugated fluorescence.  
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１．研究開始当初の背景 

近年、癌治療は確実に進歩してきたが、

再発をいかに克服するかが重要となってい

る。再発の原因は非常に未分化な癌幹細胞

と言われる細胞の残存が一因とされ、これ

まで本細胞を同定する多くの研究がされて

きた。非常に未分化な癌細胞に 1 個以上の

遺伝子異常が発現し、分化異常と増殖を起

こし、治療後の残存癌細胞内には原因遺伝

子の異常は保持される。この耐性獲得細胞

の残存を正確に評価することは癌化学療法

の有効性や個別化治療の面からも重要であ
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る。 
これまでいくつかの方法で、細胞の同定

が行われてきた。しかし、正常未分化細胞

と癌細胞をその表現型や色素排泄能から判

別することは容易でなく、正常未分化細胞

の混入がデータの解釈に影響を与えてきた。

また、細胞を一旦固定してしまうと、その

後施行される残存白血病細胞が獲得あるい

は増幅した耐性メカニズムなど、その細胞

が癌治療にもかかわらず、残存した原因の

解析は限定される。PCR 法では形態学的、

機能的そして表現型の同時解析は難しい。

予め目的細胞を分離しておく手段もあるが、

手間とコストかかかり、生細胞率や機能上

の変化がおき、表面抗原が規定する亜集団

を解析するが癌細胞の分離は不可能である。

GFP 法では目的遺伝子を細胞に導入するこ

とで、容易に細胞を標識し分別することが

できるが、導入細胞は限定される。生体内

の癌生細胞を分子標識する上で mRNA や

rRNA は少量で可変部も多く分子立体構造

の不明点もあり標識化は困難であった。ま

た標的に対する蛍光 probe の設計が難しく、

生細胞膜を通過し、細胞内酵素の影響を免

れる事も難しい。 
1990 年後半から molecular beacon probe

を用い標的 RNA 保有細胞を検出しようと

した報告が散見される。なかでも、quenched 
autoligating (QUAL) probe を 導 入 し
fluorescence resonance energy transfer (FRET) 
signalを検出するQUAL/FRET法は標的とす

る核酸保有細胞を同定する手法として有用

性は高い。 
 
２．研究の目的 

私達はQUAL/FRET法を安定した手法とし

て発展させ、特異的 FRET シグナルの検出を

試みてきた。QUAL/FRET 法と sell sorter を用

い目標遺伝子の保有生細胞を同定し純化する

ことにより、化学療法後の残存癌細胞が生細

胞のまま分離される。分離された癌細胞の特

性を検討すれば、効率的かつ正確に再発責任

細胞が明らかとなる。細胞分離が容易な白血

病細胞をモデルとし、染色される核酸として

白血病に極めて特異性が高く原因でもある癒

合遺伝子を標的とすれば、得られる白血病細

胞の純度は理論上 100％となりうる。 
簡便性、再現性、細胞毒性の軽減が維持さ

れ、均一に probe を導入できる方法を探索す

ることにより、細胞膜穿孔とその後の再封入

操作が効果的である。また、癌細胞に比較的

高発現される遺伝子に対する特異的蛍光

probe の癌白血病細胞への導入により cell 

sorter 上 gating と sorting による分離効率の調

整と生細胞率の向上をする。 
同様に QUAL-FRET 法を利用し培養細胞

で特異的核酸(BCR/ABL)等の保有細胞と非保

有細胞を識別しようとした。 
 
３．研究の方法 

Probe の導入効率の改善については、まず
蛍光 probe を作成する代わりに fluorescein 標
識の分子量を変えた dextran を使用し、probe
の導入のための至適条件を検討する。SLO を
添加し 37℃で生細胞膜穿孔処理を行った後、
SLO を不活化し、膜の再封入を施行する。後
染色後 cell sorter にて解析と分取を行う。分取
細胞で細胞内への集積を観察し、胞体内が染
色され、核が未染色であることを確認する。 

これまでの実験で得られた至適 donor 
probe と acceptor probe に、アビジン蛋白を結

合させ、導入される色素 probe の分子量の設

定を施行する。核内に集積せず、胞体に局在

する至適 donor probe と acceptor probe を設定

する。 
慢性骨髄性白血病に関わる bcr-abl 融合遺

伝子と KRAS mRNA に対し作製された probe
の特異性を確認する。培養細胞に donor およ

び acceptor probe と incubate し、キメラ RNA
陽性細胞で FRET 蛍光が上昇することをスペ

クトロメーター等により解析する。特異的蛍

光 probe の癌細胞（初期実験モデルとしての

白血病細胞）への導入と gating と sorting によ

る分離効率の調整、そして生細胞率の向上を

はかる。末梢血成分やマクロファージュ等接

着細胞でも probe の導入効率が保たれること

を試験する。 
ヒト末梢に特異的核酸発現を保有する

白血病培養細胞を混合させ検討する。健常

人または非造血器疾患を材料とし、本研究

目的の使用を承諾された検体を使用する。

赤血球の溶血操作が必要とされるが、SLO
に加えて補体やNaNH3などの溶血作業の必

要性も検討する。 
 
４．研究成果 

Probe の導入効率に関しては fluorescein 標
識 dextran を使用して行った。比較的低分子
の標識 dextran は細胞内に瀰漫性に分布し、
核内にも分布していた。高分子(10K)の標識
dextran は核内に分布せず、胞体内に留まった。
このため、設計上、比較的高分子の probe が
必要とされることが判明した。 

K562、MegO1、NB4、等の培養細胞株、
末梢血より Ficoll にて分離した、リンパ球、
顆粒球、単球を使用して、同様に、蛍光ラベ
ル dextran の導入効率を検討した。導入は、



 

 

これまでの実験で使用した SLO に行い、一定
時間後に SLO を不活化し、膜を修復させた。
結果として、接着性のある U937、MegO1 で
は導入効率が悪く、30% 程度であった。SLO
の暴露時間をかけ導入効率を 50%にした場
合、viability は 70%まで低下した。リンパ球
は顆粒球、単球に比較して導入効率が悪く、
50%前後であった。細胞の種類による導入効
率の維持が課題であった。 

bcr と abl に対する probe を設計し bcr-abl
融合 mRNA が検出される細胞において、特異
的 FERT signal を検討した。Signal は認められ
るも、核内外に均一に分布し、特異的な signal
とは断定できなかった。前述した probe の分
子量と蛍光物質を改変していく必要がある。 
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