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研究の概要 
チャム RNA (Chum-RNA)と名付けた小さな RNA 分子を考案することにより、１個のヒト細
胞由来の mRNA から PCR 増幅無しに高品質な cDNA ライブラリーを作製する技術を開
発した。この技術は、重要な生理機能を持つ遺伝子単離に有用な重差分化法（多段差引法）
の極微量実験系での展開を可能にするのみでなく、幅広い極微量分野に応用できる。 

研 究 分 野：複合新領域 

科研費の分科・細目：ゲノム科学・応用ゲノム科学 
キ ー ワ ー ド：cDNA ライブラリー、極微量、T7 RNA ポリメラーゼ、Chum-RNA、多段差引法 

１．研究開始当初の背景・動機 
申請者はこれまでに新しいコンピテントセ
ル作製法や重差分化法（段階的サブトラク
ション法；多段差引法）という独創的な技
術を開発してきた。本研究の動機は、この
技術を１個の細胞を対象とした極微のレベ
ルで実現したいと望んだ事である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、(1)極微量多段差引法を実
践的に可能とする独自な技術を開発するこ
と、(2)多段差引法の有用性を証明するため、
多段差引法によって単離した新規な遺伝子
の機能解析を進めること、(3)多段差引法の
応用範囲を拡充することである。 
 
３．研究の方法 
高性能の顕微鏡システムや遺伝子導入機器
を導入し、分子細胞生物学、生化学、分子
遺伝学的な技術を駆使して個体・細胞・分
子レベルでの研究を展開した。 
 
４．研究の主な成果 
(1)１個のヒト細胞に存在する全 RNA 量は
約 15pg (0.27 pM) と極微量なので至適基
質濃度がμM 程度の cDNA ライブラリー
作製用酵素を働かせるには増幅が必要とな
る。ここで PCR による指数関数的増幅に
頼ると遺伝子ごとの偏った増幅が起こるた
め、極低濃度では反応が開始しない RNA
ポリメラーゼを使った線形増幅を進めるこ
とが必要となる。この困難を解決するため、
私は魚釣りに使う撒き餌（チャム；Chum）

を真似た小さな RNA 分子 (Chum-RNA: 
5’-AAUUCGUCUGGACACGA25-3’)を考案
した。これを 3μM 加えて１個相当のヒト細
胞（293T・HeLa）由来の極微量 mRNA を
反応開始基質として逆転写酵素を働かせた
ところ、Chum-RNA を加えた場合にのみ 
cDNA が生合成された（ここでは生合成さ
れた GAPDH の cDNA を PCR により検出
した）（下図 A）。さらに、in vitro でプラス
ミドより T7 RNA ポリメラーゼを用いて生
合成・純化した GAPDH mRNA を基質にし
て 逆 転 写 酵 素 を 働 か せ た と こ ろ 、
Chum-RNA を加えさえすれば、わずか 0.47 
フェムト (10 のマイナス 15 乗 )グラム
(femtogram: fg)の GAPDH mRNA に対して
さえ逆転写酵素反応が開始することが分か
った（下図B）。これは、730分子数のGAPDH 
mRNA に相当する低濃度であり、一個のヒ
ト細胞には平均して 200 万分子（2 x 106 個）
の mRNA が存在するというデータを考慮
すると、0.04%という１個のヒト細胞の中
でも存在量の少ない種類の mRNA でも十
分に逆転写酵素反応を開始させる事ができ
ることを示唆する。 

 



 (3)ゲノム情報を活用して多段差引法の応
用範囲を拡充することができた。その内容
は、（G）癌自然転移阻害薬の開発研究、（H）
新たな RNA血液診断システムの開発研究、
（I）自己免疫疾患への応用研究である。 

次に、１個相当のヒト細胞（293T）由来
の 極 微 量 mRNA を 出 発 点 と し て
Chum-RNAを加えながら  cDNA ライブ
ラリーを作製した。すると４回の増幅過
程を進めた後で6.6 x 105 cfuの独立クロ
ーンを持つ高品質な cDNA ライブラリ
ーを作製できた。この  cDNA ライブラ
リーより抽出した  cDNA を基質とし、
T7 RNAポリメラーゼを用いて蛍光試薬
(Cy3)で標識しながら  mRNA を in vitro 
で生合成した。対照として 100万個の
293T 細胞由来の  mRNA を出発点とし
て増幅なしでcDNAライブラリーを作製
し 、 蛍 光 試 薬 (Cy5) で 標 識 し な が ら  
mRNA を in vitro で生合成した。まず、
両 者 の サ イ ズ 分 布 を Agilent 2100 
Bioanalyzer (G2940BA)により比較した
ところ、両者は区別が付かないほど同程
度に万遍無い広範囲に亘るサイズ分布
を示した。さらにAgilentのDNA マイク
ロアレイ (Hu44K)を用いて、両者を２色
法にてスクリーニングしたところ、両者
と も 同 等 の 多 様 性 を も っ て 多 数 の  
cDNA とハイブリダイズした。すなわち、
90%  (37,327)以上のスポットの偏差が
２倍以内に収まった（下図C）。この結
果はChum-RNAの存在下で作製した１
個相当の 293T細胞由来の  cDNA ライ
ブラリーは、非常に高品質であり、サイ
ズ分布のみでなく cDNA の多様性にお
いても100万個の293T細胞由来のcDNA 
ライブラリーと比べて遜色ないことを
示す。  

上記、研究成果の詳細は冊子体の基盤Ｓ報
告書に記述した。 

 
５．得られた成果の世界・日本における位
置づけとインパクト 
これら成果を発表した論文のうちインパク
トファクター(IF, 2006 年)が 5.5 以上のも
のは、Cell, Genes Dev, Blood, JCB, JCS
３報, NAR２報, JBC２報である。３つの論
文は発表した雑誌の表紙を飾った。また特
許を２件取得し、１２件を新たに出願した。
これらのことは、本研究成果の学術的な位
置づけとインパクトの高さを示している。 
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