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論文内容の要旨 

 
 ヒトゲノムプロジェクトの大きな成果の一つに、RNA の多機能性の発見がある。従来タンパ

ク質の設計図と考えられていた RNA は、生命現象を司る中心的な分子であることが明らかに

なりつつある。RNA干渉と呼ばれる現象や microRNA の発見、さらにタンパク質をコードしな

い non-codingRNAの機能に関する新しい知見は、21世紀の遺伝子科学の方向を大きく変えた。

microRNAは遺伝情報の発現制御や生命維持に不可欠必須の分子であり、発生、分化等の生命

の根幹に関わる現象、また癌などの重篤な疾患発症などにも深く関与していることが明らか

となっている。今後 microRNAのみならず、他の RNAの機能の再検証、また RNA の新たな機能

の解明等、様々な観点からの RNA 研究が加速されるものと思われる。しかしながら、それら

研究を遂行するための「RNA を対象とした研究コンセプトとそれに基づく研究手法」の多く

は 20 世紀に開発されたものであり、新たな RNA研究のコンセプト、研究手法の提案が望まれ

ている。 

 以上の背景に基づき、本研究では RNA 検出・解析（いわば RNA 診断）の基本的原理の確立

を目指している。具体的にはピレンを蛍光発色団として持つ、RNA を特異的に検出すること

が可能な蛍光核酸プローブ（以下、ピレンプローブ）を用いて、(1)多細胞系であるショウジ

ョウバエ初期胚中における mRNAの検出法、ならびに、(2)ヒト培養がん細胞株（HeLa細胞）

中における rRNA、miRNA、snRNAの発現量の定量的評価法の開発を行っている。さらにそれら

を発展させて(3)細胞内において複数の標的 RNA を同時に検出することを目指した新規蛍光

核酸プローブの開発を行っている。 

 Chapter 1 では、ショウジョウバエ初期胚を用い、ピレンプローブによる RNA の相対的発

現量や発現位置の評価を試みている。初期胚から抽出した totalRNA 中に微量存在する特定の

mRNA の検出を行ったところ、標的 mRNA 以外の RNA が多数含まれる溶液中においても、ピレ

ンプローブが RNAに対する配列特異性を維持し、標的 mRNAを検出できること、その際の定量

性は遺伝子バンクの情報に矛盾しないことを示している。ついで、固定化したショウジョウ

バエ初期胚上における標的 mRNA の検出を行い、Krüppel mRNA の発現位置である胚中央領域

においてピレンエキシマ蛍光を観察している。多細胞系においても、標的 RNA を配列特異的

に検出することが可能なプローブであること示している。以上の結果より、ピレンプローブ

は溶液中において蛍光強度の値から標的 RNA の定性ならびに半定量的検出に有効であること
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を示している。同時に、ピレンプローブの RNA 検出限界及び検出条件については今後検討の

余地があることを考察している。 

 Chapter 2では、ピレンプローブを用いて HeLa細胞一細胞あたりの RNA発現量の定量的評

価を行っている。相補鎖オリゴ RNA にピレンプローブを加えた溶液の蛍光強度から検量線を

作成することで、抽出 RNA 溶液中の標的 RNA の発現量を蛍光強度から換算し、おおよそのコ

ピー数を算出している。簡便に標的 RNA の発現量を見積もることができる本方法は、RNA を

対象とした新たな医療診断法開発に繋がることを示唆している。 

 Chapter 3 では、細胞内において複数の標的 RNA を同時に検出できる蛍光プローブの開発

を行っている。複数の標的 RNA を同一細胞で検出するには、標的ごとに異なる波長の蛍光を

発する蛍光剤を必要とするが、励起波長は蛍光分子ごとに異なる。同じ励起波長で波長の異

なる蛍光を発するプローブ系を用いれば、一波長による一度の励起で、異なる蛍光を同一視

野内で観察することが可能である。そこで、蛍光共鳴エネルギー移動（Förster resonance 

energy transfer：FRET）に着目し、同一波長の励起で異なる蛍光を発する新規プローブを、

上述のピレンプローブを基に開発している。その結果、ピレンから蛍光剤 Cy3 あるいは Cy5

への FRETが観測され、異なる対象 RNAを青、黄、赤の蛍光発光により識別可能であることを

示している。これらの結果は、本法を用いることで細胞内に存在する異なる標的 RNA を、同

一波長励起により同一顕微鏡視野において検出できる可能性を示している。 

 
論文審査の結果の要旨 

 

 1990 年代以降、RNAの多様な機能が生命現象の根幹に深く関わっていることが報告されている。

とりわけ、タンパク質をコードしない non-codingRNA や 22 塩基長程度の短鎖 RNA(microRNA)が、

癌などの重篤な疾患と深く関わっていることが明らかにされ、それら RNA の選択的検出、時空間

的解析、機能評価等に関する研究の重要性が論じられている。これまでの RNA 研究には分子生物

学的手法や生化学的手法が採用されてきたが、これらは RNA を群として扱っており、個別の RNA

が生細胞でどのように存在し、機能を発揮しているかに関する研究手法の開発が遅れているとい

える。また、同一細胞系での解析に加え、多細胞系での解析も RNA 診断の観点から求められてい

るのが現状である。本申請論文は 21 世紀の遺伝子診断、とりわけ RNAを対象とした RNA診断を遂

行する上で不可欠な研究コンセプトを提示し、新たなプローブ開発を行っている。 

 Chapter 1 では、多細胞系検出対象としてショウジョウバエ初期胚を選び、分化の過程で位置

特異的に発現する mRNAを、RNA 選択的蛍光プローブにより検出することに成功している。Chapter 

2 では細胞一個あたりの RNA 発現量の定量に挑戦している。細胞が何コピーの RNA を発現してい

るかを定量的に評価することは実質的にまだ報告されていない。申請者は RNA 選択的ピレンプロ

ーブを用い、そのプローブの定量的 RNA 検出能を評価した上で、同プローブを細胞内 RNA コピー

数評価に適用している。まだ、完全とはいえないが遺伝子データバンクの結果とは大きく矛盾し

ない結果を得ている。注目すべき成果であると評価でき今後の展開が期待される。Chapter 3 で

は顕微鏡の同一視野で複数種類の RNA の同時検出を試みている。RNA の識別には異なった蛍光剤

を必要とするが､それぞれは異なった至適励起波長を有し、一波長励起ではなし得ない。申請者は

ピレンからの FRET法を利用すべく新たな蛍光プローブを開発した。生細胞系でのイメージングに

成功すれば今後の RNA 研究に重要な意味を持つものと考えられる。 

 以上のように本申請論文は生命現象の主役となった RNA の選択的ならびに定量的検出法を提案
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し、さらに新たな RNA 検出プローブ開発の方向性を示している。その学術的意義は高く、今後の

RNA 研究の重要な手法として活かされるものと思われる。 
 本論文は審査を経て掲載された以下の 2 編の学術論文（うち 1 編は申請者が筆頭著者である）

並びに現在投稿準備中の論文に基づいて作成されている。 
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