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研究成果の概要（和文）： 

 ヒトリンパ球由来細胞系を用いてシングルセルでの時計遺伝子発現検出系の構築を行った。培

養中の細胞をセルソーターを用いてシングルセルレベルで分取し、これを１ステップで RNA抽

出および逆転写による cDNAの合成を行った。その結果、このヒト細胞に発現するすべてのヒト

時計遺伝子群をシングルセルレベルで検出することに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We established a sensitive method for detecting clock genes at single cell levels in cells 

derived from human lymphocyte. We collected cells by cell sorter, and RNA isolation and 

reverse transcription to make cDNA at single step. We have established a method to detect 

all clock genes at the level of single cells in the peripheral blood. 
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１．研究開始当初の背景 

近 年 、 Microfluidic Genetic Analysis 

Systemが確立された。これは、超微量スケー

ルでの PCRを活用し、細胞１個レベルからの

PCR を可能とするものである。この技術と、

マルチマーカーによる血球の分類法を確立

し、各種血球の遺伝子発現の概日リズムを網

羅的に測定し、概日リズム分子パスウェイマ

ーカーを決定する。 

 

２．研究の目的 

高齢者がかかりやすい疾患に、高血圧やア

ルツハイマー病があり、いずれも、発病初期

に概日リズム異常が認められる。しかるに、

ヒトでは概日リズムの簡便な測定法が無い

ため、その応用が遅れている。今回我々は、

通常の日常診断で使われる末梢血から身体

の時間（概日リズム）を測定する手法を開発

する。具体的には、シングル細胞ＰＣＲおよ

びデジタルＰＣＲ技術に基づいて、微量血液

に含まれる血球の遺伝子発現解析を血球種

ごとに行い、最もリズム測定に適切な血球種

の同定と、各血球が示す日周性の遺伝子発現

および機能的変動のモニターシステムを構

築し、概日リズム分子パスウェイマーカーを

決定することを目的としている。この数μl

以下の血液で概日血球機能リズムを把握し、

臨床における概日リズム測定法確立による

体内リズムの正確なモニタリングが可能に

なれば、体内時計が生活習慣病のリスク・進

行を早期検出するための優れた新規マーカ

ーともなり得る。このため、今回の検索では、

末梢細胞に発現する時計遺伝子のきわめて

微量の RNAを検出しうる検出法の確立を行な

った。 

 

３．研究の方法 

ヒトの時計遺伝子として次の 20遺伝子, 

Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2, Clock, Npas2, 

Arntl1, Arntl2, Dbp, Tef, Hlf, Nfil3, Rora, 

Rorb, Rorc, Nr1d1, Nr1d2, Bhlhe40, Bhlhe41,

およびコントロール遺伝子として Rplp0と

Actbの発現を定量化するため、各遺伝子に対

して Taqman realtime PCR用の primer と

probe を設計・合成した。さらに、培養中の

細胞をセルソーターBD FACSAriaⅡ Cell 

Sorterを用いてシングルセルレベルで分取

し、これを直接 CellsDirect にかけることに

より１ステップで RNA抽出および逆転写によ

る cDNAの合成を行った。さらにこの微量な

cDNAを解析するあたり、ナノリットルレベル

で定量的 PCRを行うことのできる超微小流体

制御遺伝子解析装置 BioMark-Iシステムを用

いてアッセイを行った。 

 

４．研究成果 

ヒトリンパ球由来細胞系を用いてシング

ルセルでの時計遺伝子発現検出系の構築を



行った。検索した Per1, Per2, Per3, Cry1, 

Cry2, Clock, Npas2, Arntl1, Arntl2, Dbp, 

Tef, Hlf, Nfil3, Rora, Rorb, Rorc, Nr1d1, 

Nr1d2, Bhlhe40, Bhlhe41, Rplp0, Actbの発

現を全て確認できた。従って、このヒト細胞

に発現するすべてのヒト時計遺伝子群を、シ

ングルセルレベルで検出することに成功し

た。 
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