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研究成果の概要（和文）：  
本研究では、「生細胞内の遺伝子シグナルを釣り針として望みの細胞を単離する」前例のな
い新しい技術を開発することを目指した。長波長領域にシグナルを発生する赤色プローブ
を作成した。つづいて、未分化細胞で高発現している miRNA を標的に RETF プローブを
作成し、フローサイトメーターで検出実験をおこなったところ、優位なシグナルを観測で
きた。そこで、現在、標的シグナルを指標にした細胞分離を検討している。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
Our aim is to develop new RNA detection probe which is capable of cell selection based 
on genetic signal. First, we synthesized red fluorescent probe to offer very high signal 
and background ratio. Next, the probe was designed to target miRNA which is 
expressed in stem cells. As a result, we confirmed specific miRNA signal in model cells. 
Now, we are trying to isolate cells with specific miRNA signal. 
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１．研究開始当初の背景 
複数種の細胞群の中から望みの細胞種のみ
を単離する技術は、生命科学研究から医療・
産業応用に至るまで大変重要な技術となり
得る。これまでにも様々な方法論により細胞
の単離・精製が行われている。その中でも細
胞種特異的な表面抗原を認識する抗体を用
いて、セルソーターにより望みの細胞を分離
する技術は成功を収めている。しかしながら、
特徴的な表面抗原に乏しい細胞においては
この方法を適用するのが難しい。例えば、近
年、再生医療分野においてその利用が期待さ
れているヒト iPS 細胞（induced Pluripotent 
Stem Cells）が挙げられる。iPS 細胞は、体
細胞に数種類の遺伝子を導入することによ
り初期化された細胞であり、ES 細胞に似た
分化万能性をもつ。ところが、一般にその樹
立法が確立されたと考えられている iPS細胞
においても、その初期化効率の悪さが問題と
なっている。真に初期化された細胞は全体の
数百分の１であると報告されている(Cell, 
2007, 131, 861)。そこで、真に初期化された
細胞（真の iPS 細胞）の単離・精製法が必要
になる。現在までのところ、未分化の iPS 細
胞は特徴的な抗原に乏しい為抗体を用いた
細胞単離も困難であり、熟練した研究者がコ
ロニーの形態を基に、経験的な判断により単
離しているのが現状である。この真の iPS 細
胞の獲得の難しさは、Nature 誌のトピック
として取り上げられている (Nature | 
doi:10.1038/news.2009.989)。このように細
胞単離における新しい手法の開発が期待さ
れている。また、代表者が所属する理化学研
究所では、iPS 細胞配布の任を負っており、
本技術の開発は、緊急の課題となっている。
一方、生細胞内で発現する iPS 細胞の 
 
２．研究の目的 
これまで、我々は生細胞内 RNA を検出で

きる方法論を開発してきた(Proc. Nat. Acad. Sci. 
USA, 2006, 263; Bioconjugate Chem. 2009, 1026)。この方

法を用いれば、生細胞内の遺伝子シグナルを

観測し、望みの細胞を見つけて単離する戦略

が可能となる。例えば、iPS 細胞においては、

Oct3/4メッセンジャーRNA(mRNA)が高発現

していることが明らかになっている。そこで、

Oct3/4 mRNA を遺伝子マーカーとすれば、

我々の方法により目的の iPS細胞を単離でき

る可能性がある。iPS 細胞に限らず、遺伝子

シグナルに基づいた細胞単離法は、様々な動

物細胞、あるいは原理的には微生物細胞への

適用も可能になる、画期的な技術となり得る。

そこで、我々は「生細胞内の遺伝子シグナル

を釣り針として望みの細胞を単離する」前例

のない新しい技術の開発を計画した。 
 
３．研究の方法 

本研究では、化学反応(RETF)プローブを用
いて「遺伝子型に基づいた新規細胞単離法」
を確立する。最初に、細胞内の微量 RNA 種（特
に重要な mRNA）を検出するために、細胞の自
家蛍光を回避できる赤色蛍光発生化合物を
合成し、それを導入した高感度な RETF プロ
ーブを合成する。次に、プローブの細胞内導
入法を検討し、その導入率と細胞分取後にお
ける細胞生存率の観点から最適な導入法を
確立する。続いて遺伝子型の異なる細胞２種
を混合した細胞群から片方の細胞のみを、発
現 RNAシグナルを指標に単離するモデル実験
を行う。本実験で、遺伝子型に基づいた高精
度な細胞単離を実現する。最後に、幹細胞に
発現している RNA マーカーを標的にした
RETF プローブを作成し、その単離を試みる。 

 
４．研究成果 
（１）微量 mRNA の検出を可能にする RETF
プローブの確立 
これまでに合成した蛍光発生化合物（フル

オレセインのアジドメチル誘導体）は緑色蛍
光(Em=520nm)を有するため、微量 RNA シグ
ナルを観測する場合、細胞の自家蛍光が問題
となる。その低減のために、長波長領域にシ
グナルを発生する赤色蛍光化合物(660nm)を
合成する。赤色蛍光化合物であるナフソフル
オレセインをアジドメチル化することで、蛍
光発生型化合物を合成し、それを RETF プロ
ーブに導入した。しかしながら、ナフソフル
オレイセンは導入した形では、中性付近では
あまり発光しなかった。そこで、新たに、ナ
フソローダミンを基本骨格として、その両ア
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図１遺伝子シグナルを指標とする生細胞単離法 



ミノ基をアジド基に変換することで赤色領
域(660nm)に蛍光を発生する新規化合物を
合成した(図１、図２、図３)。この化合物を
DNA 鎖に導入することで RETF (Reduction 
Triggered Fluorescence)プローブを作成できた。
続いて、RETF プローブの特徴である化学反
応によるシグナル増幅について最適化を行
った。DNA プローブの長さを種々検討したと
ころ、DNA の融解温度に近い反応温度で検出
反応を行うと効率のよいシグナル増幅効果
を観察できた。例えば、１０塩基のプローブ
を用いた場合は25C̊でもっともよいシグナル
増幅が可能となった。 

 
（２）RETF プローブの導入法の確立 

細胞内 RNA 検出を検討した。細胞分離を可能
にするためには、ほとんどすべての細胞にダ
メージ少なく RETF プローブを導入する必要

がある。そこで、まず、最適な細胞内プロー
ブ導入法を検討した。市販のリポソームを用
いた導入をおこなったが、バックグラウンド
蛍光が高くなるため、不向きであった。つづ
いて、エレクトロポレーションを用いたが、
プローブがその条件で分解することがわか
った。そこで、ストレプトラインシン O（SLO）
を用いて細胞膜に穴を開けてプローブを導
入したところ、ほとんどの細胞にプローブを
導入できることがわかった。また、細胞の生
存率は 10%程度と完全ではないが、細胞分離
の実験に用いることができるレベルであっ
た。 
 
（３）細胞内 RNA 検出の検討 

未分化細胞で高発現しているmiRNAを標的
に RETF プローブを作成し、フローサイトメ
ーターで検出実験をおこなったところ、優位
なシグナルを観測できた(図 4)。そこで、現
在、標的シグナルを指標にした細胞分離を検
討している。 
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図２ 蛍光発生化合物の蛍光発光メカニズム
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