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■■  ははじじめめにに  
近年、疾患診断や治療法開発において、細胞間の多様

性や不均一性に着目した研究が急速に拡大している。こ
のような研究の基盤を支える技術として、「1細胞分析/分
取」が非常に重要である。従来法であるフローサイトメトリ
ー（FCM）は、高いスループット性を誇るものの、数コピー
程度の低発現タンパク質の検出が困難であることや、細胞
分取時の外部刺激によるダメージが問題であった。高感
度化を実現する手段として、酵素抗体法による蛍光シグナ
ル増感が用いられているが、増感酵素にも課題が残る。従
来用いられてきた増感酵素（アルカリフォスファターゼ、β
-ガラクトシダーゼ、ペルオキシダーゼ）は、細胞自身に同
一の酵素活性が内在するため、内在酵素の事前失活操作
が必要であり、これにより細胞死が生じる。また、これらの
酵素はそれぞれ酵素反応の至適条件が異なるため、複数
タンパク質の同時検出には使用できない1)。 
本研究は、高感度かつダメージレスな１細胞分析・分取

技術の開発を目指し、「ヒト直交性酵素: Human Orthogonal 
Enzyme (HOE)」と「微小液滴による１細胞の内包」を組み合
わせた戦略を提案する。HOEとは、我々の研究グループ
で見出したヒト細胞に同一の酵素活性が内在しない酵素
であり、内在酵素の失活が必要ない。また、生理条件下で
高い酵素活性をもち 、複数種のHOEが同時使用可能で
あるという特徴を有する2)。HOEを抗体標識した1細胞を微
小なW/O型液滴
に封入し、液滴内
で標的タンパク質
特異的な蛍光シグ
ナル増感を行う（図
１）。これにより、蛍
光シグナル濃縮に
よる高感度化、複
数タンパク質の同
時検出、及び微小
液滴による外部刺
激からの細胞保護
を実現する。 
■■  活活動動内内容容 
１１．．「「ヒヒトト直直交交性性酵酵素素」」ととそそれれにに応応答答すするる蛍蛍光光基基質質のの探探索索  

HOEの中から、β-xylosidase (Xyl)、α-rhamnosidase 
(Rham)という２つの糖加水分解酵素を選択した。これらの
酵素は交差反応性を持たず、同一溶液中で同時使用が

可能である。それぞれの酵素に応答するTurn-on型蛍光
基質（sTG-Xyl、sTM-Rham）を合成した。これらの基質は、
W/O型液滴に内包した際、液滴から漏出しないことを確認
した。 
２２．．微微小小液液滴滴中中ででのの１１細細胞胞検検出出  
 PC-9細胞をHoechst 33342で核染色し、標的タンパク質
としてEpCAMおよびCD44を選択した。EpCAMにRham、
CD44にXylを抗体介在的に標識した。得られた酵素標識
細胞を sTG-Rhamお よび sTM-Xyl と と も に On-chip 
Dropgeneratorを用いてW/O液滴内に内包し、室温で1時
間酵素反応を行った。その後、蛍光顕微鏡により各蛍光シ
グナルを観察した。 
３３．．結結果果及及びび考考察察  

Hoechst 33342の蛍光が確認された液滴が細胞を含む
液滴であり、これらの液滴においてのみsTGおよびsTM由
来の蛍光シグナルの増加が観察された（図２）。一方、細胞
を含まない液滴では蛍光の増加は認められなかった。こ
れらの結果から、標的タンパク質特異的な酵素反応により
蛍光シグナルが生じていることが示唆された。 

図図２２  細細胞胞をを含含むむ液液滴滴ににおおけけるる  
標標的的特特異異的的なな蛍蛍光光シシググナナルルのの観観察察  

４４．．展展望望  
今後は、本技術を微量ながん細胞の分取や有用タン
パク質を発現する細胞のスクリーニングに応用し、疾
患のメカニズム解明や新規治療薬の開発につなげてい
く予定である。 
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図図１１  「「ヒヒトト直直交交性性酵酵素素」」をを用用いいたた  
微微小小液液滴滴内内ででのの１１細細胞胞分分析析  

 

   

代表発表者   山山本本  春春香香（（ややままももとと  ははるるかか）） 
所  属 千千葉葉工工業業大大学学  先先進進工工学学研研究究科科    

生生命命科科学学専専攻攻  

問合せ先 〒〒227755--00001166  千千葉葉県県習習志志野野市市津津田田沼沼 22--1177--11    

津津田田沼沼キキャャンンパパスス・・11号号棟棟・・55階階  550099・・551100  
  TTEELL：：004477--447788--00331177  
 

■■キキーーワワーードド：： （1）RNA aptamer 
（2）RNAの構造 

 （3）蛍光 
■■共共同同研研究究者者：：  
油屋紫乃 1，井川善也 1,2坂本泰一 3 
所属  
1 富山大学大学院 医薬理工学環  
創薬・製剤工学プログラム 

2 富山大学大学院理工学研究科 
3 千葉工業大学 先進工学部 生命科学科 

■■  ははじじめめにに  
蛍光性RNA aptamerは，遊離状態では無蛍光または弱

蛍光の色素に結合し，色素の蛍光を誘導する(Fig 1)．蛍光
性RNA aptamerは，細胞内RNAの可視化および分析科学
のツールとして注目を集めている． 

Jaffreyらは，GFP由来の色素DFHBI（3,5-ジフルオロ-4-
ヒドロキシベンジリデンイミダゾリノン）を認識するSpinach 
RNAと呼ばれる蛍光性RNA aptamerを作製した1）．Spinach 
RNAを含め，これまでに作製・特徴付けられた蛍光性RNA 
aptamerの大部分は，色素結合部位でグアニン四重鎖（G4）
構造を形成し，これらのG4型aptamerは蛍光を誘導するた
めにK⁺イオンを必要とする．しかし，K⁺濃度が低い細胞外
環境では蛍光発現が制限される可能性があり，応用範囲
を拡大するためには非G4型aptamerの開発が必要である. 

Jaffreyらは，GFP類似蛍光体であるHBIファミリーに属す
るDMHBI（3,5-ジメトキシ-4-ヒドロキシベンジリデンイミダゾ
リノン；Fig 2）の蛍光を誘導する4つの異なるRNA aptamer
（2-4，3-6，13-2，および17-3）を作製した1）．これらの
aptamerの一つである13-2 RNAは，切断，特性解析，最適
化を経て13-2min RNAとなり，Chili RNAと命名されている．
一方，17-3 RNAは十分に特性解析されておらず，二次構
造および三次構造も研究されていなかった．そこで，阿部
らは17-3 RNAの生化学的性質を解析し，二次構造を明ら
かにするために短鎖型（17-3min RNA）を作製した．彼らは
これを日本のカラシにちなんでKarashi RNAと名付けた2）．
彼らは，17-3min RNAが非G4型であり，3つのステムと2つ
の大きなループ構造を持つことを明らかにした．化学修飾
実験では，2つのループ領域が三次相互作用および／ま
たは非ワトソン・クリック型塩基対を形成し，DMHBI結合に
よって顕著な構造変化は起こらないことが示唆された． 
本研究では，修飾aptamer（17-3min A52GU58G；Fig 3）

とDMHBIとの相互作用をNMRにより解析した． 
  

  

■■  活活動動内内容容  
1．NMR測定 

17-3min A52GU58Gのイミノプロトンスペクトルを測定し
た．Mg2+非存在下で測定した結果，DMHBIを添加してもシ
グナルの変化は認められなかった． 
次に，17-3min A52GU58Gに50 mMのMgCl2を添加する

と，多くのイミノプロトンシグナルが出現した．さらに，50 
mM MgCl2条件下でDMHBIを滴定したところ，いくつかの
シグナルに変化が認められた．10.7 ppmのイミノプロトンシ
グナルに注目すると，aptamerに対してDMHBIを等量加え
るとシグナルがシフトしたことから，aptamerとDMHBIが1:1
で相互作用をしていることが示唆された． 
 
2．Tm値解析 
熱融解UV曲線の解析により，50 mM MgCl2存在下では，

Mg2+非存在下と比較してTmが約20℃上昇することが示さ
れた．これらの結果より，aptamerがMg2+によって折り畳ま
れたて安定化したことを示唆している． 
また，興味深いことに，Tm値解析の結果，Mg2+の有無に

関わらず，DMHBIはaptamerのTm値を約4℃低下させた． 
DMHBIはaptamerの構造に揺らぎを引き起こす可能性が
あると考えられた． 
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Fig. 2 Structure of DMHBI 

 

Fig. 3 Secondary structure of 

17-3min A52GU58G 

 Fig. 1 Function of Fluorogenic RNA Aptamer 
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