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 はじめに 

悪性新生物 (がん) は日本人の死亡原因の第一
位であり、特に外科的切除が不可能な進行がんは
予後不良の可能性が高い。がんの脅威に対抗する
ためには有効な治療法とともに、迅速・正確・簡
便な診断技術の開発が不可欠である。しかし、既
存のがんの診断は組織生検や内視鏡など侵襲的
なものが多いため、患者への体力的・精神的負担
が大きく技術的にも高い専門性が求められると
いった問題点がある。そこで近年、侵襲性の低い
疾病診断法としてリキッドバイオプシーが大い
に注目を集めている[1]。リキッドバイオプシーと
は、患者の唾液や尿など液性検体に含まれるマー
カー分子を検出することで疾病診断を行う技術
であり、特にがんの早期発見に貢献すると期待さ
れ世界中で研究が進められている。しかし通常、
早期がん患者の体液に含まれるマーカー分子は
極めて微量であり、それらを高感度にセンシング
して何らかのアウトプットを与えるデバイスの
開発が強く求められている。 

miRNA は短鎖 (20-25 塩基長) の一本鎖ノン
コーディングRNAであり、細胞死や分化など様々
な生命現象に関わっていることが明らかにされ
つつある。特に、がん細胞や炎症細胞等で特定の
miRNA が異常発現していることが報告されてお
り、病変細胞と正常細胞とを区別するマーカー分
子として非常に魅力的である[2]。しかし、miRNA
は他の RNA 分子と比較して短鎖である上に細胞
内濃度は最大でも数 nM であり[3]、加えて RNA
結合タンパク質などの存在により miRNA に対す
るアクセシビリティはさらに減少していると考
えられる。そのため、既存の技術では配列特異的

な miRNA の高感度検出や発現パターンの詳細な
解析は非常に困難であった。即ち、がん患者の体
液中に存在する miRNA を感度良く配列選択的に
検出するためには、何らかの人工的なシステムに
よってアウトプットシグナルを増幅する必要が
あると考えられる。 
本研究ではがん細胞内で発現している多種の

miRNA を同時に検出するため、ターンオン型の
DNA蛍光プローブであるECHOプローブ[4](Fig. 
1 A) と DNA ナノテクノロジーの 1 種であるハ
イブリダイゼーション連鎖反応 (HCR)[5] (Fig. 1 
B) を組み合わせた、高感度で拡張性の広いイ
メージング技術の開発に取り組んだ。 

 

Fig. 1 本研究で開発するマイクロ RNA 検出技術の概
要 (A) ECHO プローブの化学構造 (B) ECHO
プローブと HCR を組み合わせた miRNA の蛍
光検出 

ECHO プローブの多色化と HCR のシグナル増
幅効果により、複数の微量 miRNA を異なる蛍光
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色によって同時に観察できると期待される。また、
検出の場を紙媒体とすることで、pH 試験紙のよ
うな簡便に標的 miRNA の存在をセンシングでき
るツール開発につながることも期待できる。 

 
 結果 

2.1. ECHO-HCRプローブの設計と合成 

HCR が細胞内 miRNA のイメージングに適用
可能か検討するため、多くのがん細胞で過剰発現
している miR-21 をトリガーとした HCR に用い
るヘアピン型 DNA プローブセットを複数種設
計・合成した。配列の設計には核酸高次構造の安
定性予測に広く用いられているオンラインソフ
トウェア NUPACK[6]を利用した。これらの配列
は HCR の進行に最も大きな影響を与える一本鎖
領域 (toehold と呼ばれる) の長さを種々変更し
ている。また、ヌクレアーゼに対する抵抗性を高
めるため、toehold 部分をホスホロチオエート化 
(リン酸ジエステル結合の酸素原子の 1 つを硫黄
原子に置換) している。まず、各プローブセット
の HCR の進行効率をゲル電気泳動によって評価
した (Fig. 2)。図中上部の 2 つの数字のうち、1 つ
目の数字は HHPP11 の toehold の長さを、2 つ目の数
字は HHPP22 の toehold の長さを表している。その結
果、HHPP11 の toehold が 8 塩基長、HHPP22 の toehold
が 6 塩基長の場合に最も選択的な HCR の進行が
確認された。すなわち、miRNA を加えていない場
合には HCR がほとんど進行せず、触媒量の miR-
21 を加えた場合にのみ長鎖化が効率的に起こっ
た。また、標的ではない miRNA を加えた場合は
HCR が進行せず、標的である miR-21 に対する選
択性が非常に高いことも明らかとなった。本実験
の結果から今後の実験では全て、toehold が 8 お
よび 6塩基長のHHPP11 およびHHPP22 を用いることと
した。 

 

Fig. 2 HHPP11 および HHPP22 の toehold 長を様々に変えた
際の miR-21 に応答した DNA 長鎖化のゲル電
気泳動解析 

2.2. 試験管内でのmiR-21蛍光検出 

続いて、非培養細胞系での miR-21 の蛍光検出
を分光蛍光高度計を用いて実施した (Fig. 3)。
HHPP11 と HHPP22 を同濃度 (各 1000 nM) で混合した
緩衝液に対して様々な濃度の miR-21 を加え、一
定時間経過後に蛍光スペクトルを測定した。その
結果、加えたmiR-21の濃度の増加に伴い、ECHO-
HCR プローブからの蛍光発光強度も増加するこ
とが明らかとなった。miR-21 濃度と蛍光発光強
度には相関があり (R2 = 0.9899)、優れた miRNA
検出システムであることが示された。 

 
Fig. 3 HHPP11 および HHPP22 の混合溶液に miR-21 を加え

た場合の蛍光発光強度の変化 

2.3. 培養細胞系でのmiR-21蛍光イメージング 

さらに、生細胞中の miR-21 の蛍光イメージン
グを共焦点顕微鏡を用いて実施した (Fig. 4)。生

[6]

Fig. 2

Fig.2

Fig. 3

Fig. 3

Fig. 4

研 究 成 果 報 告 書
（2022年度採択） 93



 

 

細胞へのプローブの導入法としてまずはリポ
フェクション法を検討した。まず、miR-21 を過剰
発現していることが知られているヒト乳がん細
胞 (MCF-7) にHHPP11とHHPP22をリポフェクション
した結果、細胞内から ECHO プローブに由来す
る蛍光発光が観察された。この結果から、miR-21
をトリガーとした HCR が生きた細胞内でも進行
することが分かった。一方、miR-21 をほとんど発
現していないことがわかっている正常細胞 MCF-
10Aに同様にHHPP11 とHHPP22をトランスフェクショ
ンした結果、HeLa 細胞と比較して蛍光発光強度
の大幅な低下が見られ、HCR が miR-21 依存的に
進行していることが示唆された。本実験から、
HCR が細胞内の miR-21 濃度に依存して進行す
ることが分かり、また選択的な miRNA 蛍光イ
メージングの可能を見出すことができた。 

 
Fig. 4 共焦点顕微鏡による生細胞中の miR-21 の蛍光

イメージング 

2.4. Theragnosticsとしての応用 

HCR によって生じる長鎖 DNA 二重鎖は細胞
内で異物として認識され自然免疫を惹起するこ

とから[7]、本技術は miR-21 を過剰発現している
がん細胞を選択的に検出かつ細胞死に導く、
Theragnostics としての利用も期待される。実際に
ECHO-HCR プローブを正常細胞である MCF-
10A と HEK-293T およびがん細胞である MCF-7
と HeLa にトランスフェクションして細胞生存率
を測定した結果、がん細胞選択的な細胞死が観察
された (Fig. 5)。以上の結果から、本プローブが
miRNA の検出のみならず、それに応答した細胞
死を誘導する Theragnostics としても有用である
ことが分かった。 

 
Fig. 5 各種細胞に ECHO-HCR プローブをトランス

フェクションした際の細胞生存率 

 おわりに 

本研究では、がんの早期発見および診断を目的と
したターンオン型 DNA 蛍光プローブの開発に取
り組んだ。開発した ECHO-HCR プローブは試験
管内のみならず生細胞内でも効率的に標的
miRNA を蛍光検出できることが明らかとなった。
また、検出のみならずがん細胞を選択的に細胞死
に導く医薬としての機能も実証し、がんの診断と
治療を同時に行う Theragnostics としての可能性
を示すことができた。今後は蛍光発光の多色化に
よる複数の miRNA の同時検出や、紙媒体による簡
便ながん診断デバイスの開発を進めていく予定で
ある。 
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