
1.はじめに

　遺伝子発現の実験においては，核酸の検出を行うた

めにRNAプローブが頻繁に使用されている。しかし，

RNAプローブを作るには目的の遺伝子の cDNAを

RNAポリメラーゼ（T7,SP6など）のプロモーターを

有するプラスミドにサブクローニングしなければなら

ず（in vivo法），多くの時間と労力が必要である。ま

た，組替えDNA実験申請が必要となる。今回，我々

はAmbion社のLignScribe PCR Promoter Addition

Kitを用い，PCR増幅した目的遺伝子のcDNAにRNA

ポリメラーゼのプロモーターを直接付加することで

RNAプローブ合成用のテンプレートを in vitroで短

時間に作製し，それよりRNAプローブを作製する方

法を試みた（in vitro法）。この方法では，RNAプロー

ブ合成用のテンプレートを約２～３時間で作製でき，

遺伝子特異的プライマーを選択することによりセンス

またはアンチセンス RNAプローブを選択的に作製で

きる。しかし，この方法で作製したRNAプローブの

問題点としてアンチセンス RNAプローブへのセンス

RNAプローブの混入，また，その逆の可能性があり

プローブの純粋さが問題となる。そこで，我々はこの

方法により c-myc 遺伝子に対する特異的な DIG

(digoxigenin)標識RNAプローブを試験管内反応だけ

で作製した。そして，RNAプローブの純度と信頼性

を確認すると共に，実際にHeLa細胞におけるc-myc

mRNAの発現を in situ Hybridizationにより検出で

きるか実証実験を行った。
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Production of Dig-labeled sense and anti-sense RNA probes only with in vitro system

and reliability check of the probes for application to in situ hybridization

    The popular way to prepare RNA probes contains several laborious steps of time-consuming process such as recombinant experiments

(usually about 5 days) . Here we examined the simple, easy method to generate template DNA for synthesis of template specific RNA probe

by using a LignScribe PCR Promotor Addition Kit. With this method comprising of only two successive processes, ligation of a T7

promoter sequence to target DNA previously amplified and PCR of T7 promoter-target DNA hybrid, we could obtain template DNA for

preparing RNA probe in about 2hrs without any subcloning procedures. According to this method, we synthesized c-myc gene specific

digoxigenin(Dig)-labeled sense and anti-sense RNA probes and evaluate the product size and purity.  Finally, these probes generated

according to the present method was proven to be practically useful for in situ hybridiation experiment to detect intracellular c-myc mRNA.

2.ＲＮＡプローブ作製手順

　PCR増幅した目的遺伝子のcDNAにRNA合成プロ

モーター配列（T7 Promoter Adapter）を ligationす

る。Ligationの反応時間を10～15分程度の短時間に

留めると，cDNAのどちらか一方にアダプターが結合

した 2種類の cDNAが得られる。次に，cDNAに T7

Promoter Adapterが結合したcDNAのうち，センス

図 1　RNAプローブ作製手順
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　　　　　　　　　表 2　RNA合成反応

DIG RNA Labeling Mix : DIG-11-UTP(3.5 mM), UTP(6.5

mM), ATP(10 mM), GTP(10 mM), CTP(10 mM) [ Roche ]

　　　　　　 図 3　RNAプローブの電気泳動

R N a s e ( - )のサンプルはバンドが検出されなかったが，

RNase(+)のプローブはバンドが検出され，RNAプローブが

合成されていることが確認できた。

gel:5%Acrylamide・8MUrea, buffer:0.5× TBE, current:

40mA, time:25min

図 4　DIG標識 c-myc RNAプローブの検出限界の検討

RNAプローブの希釈系列をHi-Bond-N+ナイロンメンブレ

ンに1µlスポットし，アルカリフォスファターゼ標識のDIG

抗体と反応させ化学発光により検出を行った。

図 2　テンプレートの電気泳動

gel:5%Acrylamide, buffer:0.5× TBE, current:40mA,

time:20min

プローブ作製用のテンプレートを増幅する場合は，ア

ダプター特異的な配列を持つ Adapter Primerと

cDNAのLower Primerで増幅する。また，cDNAの

Upper PrimerとAdapter Primerで増幅すると，ア

ンチセンスプローブ用のテンプレートが増幅される。

このように，センスもしくはアンチセンス用のテンプ

レートを別々に増幅することができ，最後にRNAポ

リメラーゼ反応を行い標識されたセンスプローブまた

はアンチセンスプローブが作製できる（図 1）。

3.ＲＮＡプローブの作製

(1) Ligation

　ヒト白血球からRT-PCRにより増幅したc-myc遺

伝子の cDNA（524bp）とRNA合成プロモーター配

列（T7 Promoter Adapter）を結合させるため，室温

で 15分 ligation反応を行った（表 1）。

(2)テンプレートの PCR

　PCRはホットスタート法により行い，PCRサイク

ルは94℃，64℃，72℃で40サイクル行った。増幅さ

れたテンプレートDNAを確認するためポリアクリル

アミドゲルで電気泳動を行ってみると，524bp の

cDNAに約 60bpのアダプターが結合しているため，

約 580bpの大きさのテンプレートが増幅されている

のが確認できた（図 2）。

(3) RNA合成

　PCR増幅したテンプレートをもとにRNA合成反応

を37℃で2時間行った（表2）。反応後，作製したRNA

プローブを確認するためプローブを精製した後，変性

cDNA (25ng/μ l) 1μ l

T7 Promoter Adapter 1μ l

T4 DNA Ligase (10×) 1μ l

Ligation Buffer (10×) 1μ l

H
2
O 6μ l

Total 10μ l
表１　ligation反応

ポリアクリルアミドゲルで電気泳動を行った（図3）。

作製したRNAプローブの収量を分光光度計で測定し

た結果，センスプローブは 6.8μg，アンチセンスプ

ローブは 3.8μ g合成されていた。

4.プローブのテスト

　作製したRNAプローブの検出限界を検討するため，

メンブレンに希釈したプローブをスポットし，アルカ

リフォスファターゼ標識のDIG抗体と反応させ化学

発光により検出を行った。その結果，センス，アンチ

センスプローブとも 0.13pgまで検出できた（図 4）。

Template DNA 200 ng

T7 RNA Polymerase (50U/μ l) 1μ l

DIG RNA Labeling Mix (10×) 2μ l

Polymerase Buffer (10×) 2μ l

DTT (50mM) 2μ l

H
2
O 13μ l

Total 20μ l
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次に、RNAプローブによるハイブリダイゼーション

の選択制と検出限界の検討を行うため，コントロール

DNAの希釈系列をメンブレンにスポットし，作製し

た RNAプローブによりハイブリダイゼーションを

行った（図 5）。ポジティブコントロールは c-myc遺

伝子を挿入したpGEM-T Easy Vectorを用い、ネガ

ティブコントロールは同じベクターに別の遺伝子

（SfiIM）を組み込んだものを用いた。その結果、セン

スとアンチセンスプローブともポジティブコントロー

ルにおいてのみ 1.6pgまで検出できた。

5. in vitro法の問題点

　最初のステップでcDNAとアダプターのligationを

行うが，この時cDNAの両端にアダプターが結合した

テンプレートが生成され，センスもしくはアンチセン

ステンプレートと共に PCR増幅される可能性がある

（図6）。このような副生成物テンプレートはcDNAの

両端にT7プローモーター領域を持つため，センス及

びアンチセンスプローブの両方が生成され，アンチセ

ンス RNAプローブへのセンス RNAプローブの混入，

また，その逆の可能性がありプローブの純粋さが問題

となる。しかし，両端にアダプターが結合したcDNA

では，アダプター配列が約 60塩基あり，末端同士が

相補的なために図7のようなフライパン型の構造がで

き PCR増幅が抑制される事が知られている。このた

め，副生成物テンプレートは，ほとんど増幅できない

と考えられる。そこで，確認の為，PCR増幅したセン

ス及びアンチセンスRNAプローブ用テンプレートを

それぞれプラスミドベクターに挿入しサブクローニン

グを行い，DNAシーケンサーで配列を決定した。その

結果，センスプローブのテンプレートはc-mycの上流

にプロモーターアダプターがあり，一方，アンチセン

ステンプレートは c-mycの下流にプロモーターアダ

プターがあるのが確認でき，アダプターがcDNAの両

端に結合した副生成物テンプレートは確認できなかっ

た。しかし，サブクローニングではPCR増幅したテン

プレートのごく一部をクローニングしているだけであ

るため，テンプレートの中に，ごくわずかに副生成物

図 5　DIG標識RNAプローブによるHybridizationの選択

　　　制と検出限界

コントロールDNAの希釈系列をメンブレンにスポットし，

作製したDIG標識 RNAプローブによりハイブリダイゼー

ションを行った。Positive Controlはc-myc遺伝子を挿入し

た pGEM Vector、Negative Controlは同じベクターに別の

遺伝子（SfiIM）を組み込んだものを用いた。
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図 7　Suppression PCR

cDNAの両端にアダプターが結合した場合、アニーリング

した１本鎖のほとんどはフライパン型の構造になり、PCR

増幅が抑制される事が知られている。

図 6　 in vitro法の問題点

cDNAの両端にアダプターが結合した副生成物テンプレート

からはセンス及びアンチセンスプローブの両方が生成される

ためプローブの純粋さが問題となる。

Positive Control

Negative Control

1000 200 40 8 1.6 (pg)

（1）DIG標識 c-myc Sense Probe

Positive Control

Negative Control

（2）DIG標識 c-myc Antiense Probe
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　　　　　　　図 9　In Situ Hybridization

試料：HeLa細胞 , 抗体：anti DIG-AP, 発色：NBT/BCIP

(1)DIG標識 c-myc Sense RNA probe

表 3　in vivo法、in vitro法の比較

(2)DIG標識 c-myc Antisense RNA probe

図 8　DIG標識RNAプローブと未標識 c-myc RNAとの

Hybridization

未標識 c-myc RNAの希釈系列をメンブレンにスポットし，

DIG標識RNAプローブでハイブリダイゼーションを行いプ

ローブの純度の検討を行った。

テンプレートが含まれている可能性もある。そこで，

サブクローニングしたテンプレートより c-mycのセ

ンス及びアンチセンスRNAをDIG標識を付加せずに

作製した。そして，作製した未標識c-myc RNAの希

釈系列をメンブレンにスポットし，DIG標識RNAプ

ローブでハイブリダイゼーションを行い，RNA プ

ローブの純度を検討した（図8）。その結果，DIG標識

センスプローブは，未標識のアンチセンス c-myc

RNAとハイブリダイズするが，一方、反応するはずの

無いセンスRNAとも，わずかに反応しているのが確

認できた。これは，副生成物テンプレートがわずかに

出来ることにより，センスプローブの中にアンチセン

スプローブが混入していることが考えられる。そし

て，その混入の割合は RNAの希釈率よりおよそ 1/

100ぐらいであると思われる。

同様に，アンチセンスプローブも，ごくわずかにアン

チセンスc-myc RNAとハイブリダイズしており，セ

ンスプローブが混入していると考えられる。しかし，

両方のプローブともその混入の割合は 1/100からそ

れ以下と思われるので，実際の使用には問題ないと考

えられる。

5.in situ Hybridization

　作製したプローブを使用してHeLa細胞の c-myc

mRNAを検出するために，in situ Hybridizationを

行った。センスプローブでは反応が無いが，アンチセ

ンスプローブでは細胞質で反応が強く見られ，核では

ほとんど反応は見られなかった（図 9）。

6.まとめ

　in vivo法と in vitro法を比較すると，作製時間で

は in vivo法は約 5日必要だが in vitro法では約 2日

と非常に短時間で作製できる（表3）。また，組換え実

験申請は in vitro法では必要無く，プローブ作製の簡

便性も in vivo法に比べ in vitro法では簡単な操作だ

けで行うことができる。プローブの信頼性に関して

も，実用上は問題ないと思われる。また，経済性では

in vitro法ではサブクローニングする必要が無い分安

上がりに出来ると思われる。

（1）DIG標識 c-myc Sense Probe

（2）DIG標識 c-myc Antisense Probe

40 8 1.6 0.32 (pg)

Antisense

未標識
c-myc RNA

Sense

40 8 1.6 0.32 (pg)

Antisense

未標識
c-myc RNA

Sense

in vivo法 in vitro法

プラスミドへの プロモーターの

組み込み 直接付加

作 製 時 間 約５日 約２日

組換え実験申請 必要 不要

簡　 便 　性 + +++

信　 頼 　性 +++ +++

経　 済 　性 ++ +++


