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研究成果の概要（和文）：我々は細胞の RNA を分解しない条件で、細胞内・核内蛋白、mRNA

の発現を検出し、その発現パターンを指標に細胞を選別して、選別された細胞の遺伝子発現プ

ロフィールを作成する FACS-mQ（mRNA quantification after FACS）の開発をしている。本

研究はこの FACS-mQ を発展させ、microRNA を標的とする検出法の確立を目指した基礎検討

を行った。 

 
研究成果の概要（英文）： Recently, we have established an in-tube in situ hybridization 

method named mRNA quantification after fluorescence activated cell sorting (FACS-mQ), 

in which a specific mRNA in a particular cell type is stained with a florescent dye, allowing 

the stained cells to be selected by FACS without suffering excessive RNA degradation. In 

this study, we tried to apply this method to micro RNA detecting in the various cells. 
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１．研究開始当初の背景 

近年の RNA研究の進展により、microRNA 

(miRNA)は細胞の増殖・発生・分化、アポト
ーシス・代謝などの様々な生体調整に関与し
ている事がわかってきた。これまでに、臨床
検体での miRNA の発現解析は数多く報告さ
れ、癌、感染症、生活習慣病などの様々な疾
患との関連が大きな注目を集めている。しか
し、これらの報告は組織全体での miRNA 発

現の解析のみであり、細胞 1 個 1 個での解析
や特定の miRNA 発現細胞の DNA や RNA

発現などの解析は不可能である。また、今後
の癌診断や再生医療などの分野に臨床応用
を考えると少数の細胞を効率よく解析する
技術が必須である。 そこで、本研究はフロ
ーサイトメトリーを用いて細胞 1 個 1 個の
micro RNA(miRNA)発現を解析し、さらに
miRNA を指標に細胞分離し、遺伝子発現解
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析を可能にする新規の細胞検出法の確立を
目的とする。 

申請者らはこれまでに FACS(fluorescence 
activated cell sorting)を用いて、種々の
検体中に存在する少数の細胞に対して、任意
の mRNA 発現などをマーカーとして解析・分
離し、回収された細胞の性質を解析するより
汎用性のある技術を開発し、この手法を
FACS-mQ（mRNA quantification after FACS）
と名付けた。 
・Maruo R, Yamada H, Watanabe M, 

Hidaka Y, Iwatani Y, Takano T. mRNA 

quantification after fluorescence activated 

cell sorting using locked nucleic acid 

probes. Mol Biotechnol 2011;49(1):42-7, 

・Yamada H, Maruo R, Watanabe M, 

Hidaka Y, Iwatani Y, Takano T. 
Messenger RNA quantification after 

fluorescence-activated cell sorting using in 

situ hybridization.  Cytometry Part A 

2010 77(11):1032-7. 

・Yamada H, Maruo R, Watanabe M, 

Hidaka Y, Iwatani Y, Takano T. Messenger 

RNA quantification after fluorescence 

activated cell sorting using intracellular 

antigens. Biochem Biophys Res Commun 

2010 397(3):425-8.) 

通常のFACSを用いた細胞分離では適切な表
面抗原を有していること、抗原に対して適切
な抗体を用意できることが必須である。さら
には採取された細胞の性質を解析するため
にその後の煩雑な培養が必要である。このよ
うな制約の中では適応できる細胞種は限ら
れてしまう。しかし、FACS-mQ は細胞に発
現している mRNA を指標に細胞解析・分離
を可能とするので、目的とする細胞の遺伝子
発現さえわかっていれば、臨床検体中に存在
する細胞の有無や数の定量が可能となり、さ
らには細胞を回収して遺伝子プロフィール
を作成することで細胞の性質の同定をする
ことができる。 

本方法は、従来では不可能であった組織中
を含めた細胞1個1個のmiRNAの発現強度、
組織中での発現細胞の割合、さらには
miRNA を指標に分離した細胞の遺伝子発現
や DNA 解析など一連の解析が可能となる。
細胞生物学や生化学の新規の実験手法とし
てだけではなく、血液、髄液、穿刺検体など
様々な臨床サンプルに適用することで、癌、
炎症性疾患、感染症などの幅広い疾患の病態
解明や診断法に繋がることが期待できる。 

 

 

２．研究の目的 

本研究はフローサイトメトリーを用いて細
胞 1 個 1 個の micro RNA(miRNA)発現を解
析し、さらに miRNA を指標に細胞分離し、

遺伝子発現解析を可能にする新規の細胞検
出 法 （ miRNA を タ ー ゲ ッ ト と し た
FACS-mQ）の確立を目標とし、そのための
基礎検討を行うこととする。 

 

 

３．研究の方法 

将来的には臨床サンプルを用いた解析を考
えているが、今回の 2年間は比較的扱いが容
易である細胞株を用いて miRNAを指標とした
FACS-mQの基本プロトコールの確立を目指し
た。具体的には細胞の RNAや DNAを保持した
状態で、 
① In Tube で細胞のターゲット miRNA を蛍

光標識 
② 蛍光標識した細胞をフローサイトメトリ

ーにより解析 
③ フローサイトメトリーにより細胞分離し、

分離した細胞の遺伝子発現などの性質を
同定 

これら一連の技術を開発し、汎用性の高い方
法にすることである。 
期間中の研究方法を以下に示す。 
 
（１）細胞株での miRNA の発現解析 
miRNA を指標にした FACS-mQ 開発の基礎検討
を行うために、標的の miRNA が発現している
細胞（positive control）と発現していない
細胞（negative control）を選定する。 
これまでに申請者は甲状腺細胞株を用いた
実験経験があるので、甲状腺細胞で発現が報
告されている miRNA（miR-146b, 181b, 21, 221, 
222など）を中心に検討していく(Proc Natl 
Acad Sci U S A 2008 20;105:7269-74., J Clin 
Endocrinol Metab 2011 96:546-543)。具体
的な方法としては、数種類の甲状腺細胞株か
ら miRNA を抽出・精製し、miRNA を逆転写し
cDNAを作成し、リアルタイム PCR法を用いて
発現解析・評価する。 
 
（２）miRNA に対する LNAプローブの作成 
細胞１個１個の miRNA の検出法として、LNA
技術を用いた In-tube In situ hybridization
法を考えている。LNAとは Locked Nucleic 
Acidの略で、リボ核酸の 2'位の酸素原子と
4'位の炭素原子が架橋した２つの環状を持
つ核酸である。オリゴ配列に LNAを導入する
ことにより、二本鎖の安定性が上がり Tm値
が上昇し、その結果、高い特異性と再現性を
実現できるため SNP解析、発現プロファイリ
ング、発現量の低い RNAの解析などに応用さ
れる事が期待されている。実際、whole mounts, 
組織切片などの miRNAの検出で数多くの実績
をあげている。甲状腺細胞株の miRNA発現解
析の結果を基に標的の miRNA に対して、LNA
技術を用いたオリゴプローブを作成し、
Northern blotting などでプローブの感度・



特異度を含めた精度を評価する。 
 
（３）細胞の miRNA蛍光標識の条件検討 
細胞の miRNAを蛍光標識するための条件を検
討する。甲状腺細胞株を用いて 
・細胞の前処理条件 
 （固定法、透過性 
・hybridization 反応の条件 
（反応液の組成、時間、温度など） 
・洗いの条件 
・蛍光標識条件 
などを決定し、高感度で特異性が高い検出条
件を決定する。 
 
（4）miRNAを指標とした FACSによる細胞解
析・細胞分離の確立 
In tubeで細胞の miRNA を蛍光標識し、FACS
で細胞解析・分離するための条件を設定する。
また発現強度の異なる細胞株などを用いて
解析能・分離能を評価し、さらに高める改良
をおこなう。 
 
 
４．研究成果 
（１）細胞株での miRNA の発現解析 
miRNA を指標にした FACS-mQ 開発の基礎検討
を行うために、数種類の細胞株から miRNA を
抽出・精製し、miRNA を逆転写し cDNA を作成
し、リアルタイム PCR 法を用いて発現解析・
評価した。標的の miRNA が発現している細胞
（positive control）と発現していない細胞
（negative control）を選定し、これら細胞
株を用いて miRNAをターゲットとした細胞検
出法（miRNA をターゲットとした FACS-mQ）
の条件検討を行っていくことにした。 
 
（２）miRNA に対する LNAプローブの作成 
細胞１個１個の miRNA の検出法として、LNA
技術を用いた In-tube In situ hybridization
法を採用した。LNA とは Locked Nucleic Acid
の略で、リボ核酸の 2'位の酸素原子と 4'位
の炭素原子が架橋した２つの環状を持つ核
酸である。オリゴ配列に LNA を導入すること
により、二本鎖の安定性が上がり Tm 値が上
昇し、その結果、高い特異性と再現性を実現
できるため発現プロファイリング、発現量の
低い RNA の解析などに応用できる。細胞株の
miRNA 発現解析の結果を基に標的の miRNA に
対して、LNA オリゴプローブを作成し、
Northern blotting などでプローブの感度・
特異度を含めた精度を評価した。作成した
LNA プローブの内、いくつかは良好な感度と
特異度を示した。このプローブを用いて
In-tube In situ hybridization 法により染
色した細胞をフローサイトメトリーで解析
していく。 
 

（３）細胞の miRNA蛍光標識の条件検討 
細胞の miRNA 発現を LNA プローブによる
In-tube In situ hybridization 法で蛍光標
識するための条件検討を行った。具体的には、
甲状腺細胞株を用いて細胞の前処理条件、
hybridization 反応の条件（反応液の組成、
時間、温度など）、洗いの条件、蛍光標識条
件などを決定し、高感度で特異性が高い検出
条件を検討した。しかしながら、良好な感
度・特異度が得られなかった。そこで、TSA
（Tryamide Signal Amplification）システ
ムなどのシグナル増幅などによる高感度化
も検討した。チラミド(Tyramide) 化合物は、
過酸化水素の存在下において、西洋わさびパ
ーオキシダーゼ（HRP） の触媒作用によりラ
ジカル化され、その近傍にある芳香属化合物
と非特異的に共有結合で結びつきく。TSA シ
ステムではこの性質を利用し、HRP 標識の抗
体やプローブを用いて、ハプテン標識のチラ
ミドを作用させる。チラミドは HRP により
ラジカル化されますが、このラジカルの寿命
は非常に短いため、HRP の近傍にあるサンプ
ル組織やブロッキング剤に含まれるアミノ
酸（チロシンやトリプトファン）などの芳香
属化合物とのみ共有結合し、HRP の周辺にの
みハプテン標識のチラミドが集積する。つま
り、一つのハプテン分子を基点とし、それを
拡散することなくハプテンの増幅を行うこ
とができるので、高感度な蛍光シグナルを検
出できる。この TSA システムを LNA プローブ
による In-tube In situ hybridization 法に
応用しすることにより検出感度は向上した
が、非特異反応も多くなり良好な S/N比は得
ら れ て い な い 。 細 胞 の 前 処 理 条 件 、
hybridization 反応の条件（反応液の組成、
時間、温度など）、洗いの条件、蛍光標識条
件など含め、再度検討が必要である。 
 
（４）今後の展望 
本研究はフローサイトメトリーを用いて細
胞 1 個 1 個の miRNA 発現を解析し、さらに
miRNA を指標に細胞分離し、遺伝子発現解析
を可能にする新規の細胞検出法（miRNA をタ
ーゲットとした FACS-mQ）の確立を目標とし、
そのための基礎検討を行った。 
LNA プローブを用いて細胞中の miRNA を標識
し、検出できるようになったが、良好な S/N
比は得られず、 フローサイトメトリーでの
解析はできなかった。今後は、細胞の固定法、
前処理、hybridization 反応の条件等、さら
なる検討を加えることにより良好な S/N比を
得られる条件を確立させる。 
将来的には血液、髄液、穿刺検体など様々な
臨床サンプルに適用することで、癌、炎症性
疾患、感染症などの幅広い疾患の病態解明や
診断法に繋げていきたい。 
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