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研究成果の概要（和文）： 

本研究ではハイスループットに細胞を単一分離するためのラボディスクを考案、作製し、これ

を用いて、サルモネラ菌やヒト白血球 T 細胞株（Jurkat Cell）を単一分離し、これらの細胞が

有する遺伝子や、発現遺伝子を Polymerase Chain Reaction(PCR)や逆転写 PCR(RT-PCR)法

によりラボディスク上で増幅する方法を開発した。実際に単一分離、遺伝子増幅されたサルモ

ネラ菌や Jurkat Cell の細胞をラボディスク上で、蛍光プローブを用いて検出できることを示

した。検出された蛍光シグナルは細胞数に応じて変化しており、遺伝子量を反映していること

が明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
We have developed a CD-shaped device (Lab-disk) to isolate single cell from a large number of cells 

simply and rapidly.  In order to perform PCR or RT-PCR on the device, the device was fabricated from 

silicon and glass not to evaporate the entrapped solution in the microchambers in this study.  

Amplification of Salmonella specific invA gene form single cell was confirmed on the disk at 200 

cells/l of Salmonella enterica after single cell isolation and PCR. To realize q-PCR of Jurkat cell, hot 

cell-direct RT-PCR was enabled by using Tth DNA Polymerase, which is a thermo-stable polymerase 

and has high reverse transcription activity.  After cell isolation and successive hot cell-direct RT-PCR 

on the device, fluorescent signals from RT-PCR products for single cells were detected at 200 cells/l of 

Jurkat cell or less.   
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培養細胞など、均一な条件に存在する 104 個
から 106 個程度の細胞集団を、もとに解析が
行われていたが、個々の細胞による違いは解
析が困難であった。これは細胞を１個ずつに
単離することが容易でなかったためである。 

我々の研究グループでは迅速かつ簡便な単
一細胞分離を実現するために、遠心力によっ
て送液が可能な細胞単離用ラボディスクデ
バイスを考案した。 

２．研究の目的 

本研究では、迅速に多数の細胞を単離し、
ハイスループットに遺伝子検出、プロファイ
リングする方法を開発した。1000 個以上の
細胞を 30 秒で１個 1 個、液量１nl のチャ
ンバーに単離するできるラボディスクを用
い、単離後の細胞をチャンバー内でそのまま
壊し 、細胞内に発現している m-RNA を
RT-PCR することを目的として研究を行う。
微量のチャンバー中で PCR される DNA や
m-RNA から単一細胞の検出ができるようにす
る。これにより、これまで細胞集団の平均化
された情報としてしか、捉えることができな
かった遺伝子の発現量に関するプロファイ
リングを多数の細胞について、個々の情報と
して取得することが可能となる方法を開発
することを目的とする。細胞として原核細胞
のサルモネラ菌や大腸菌、真核細胞ヒト白血
病 T 細胞 Jurkat Cell を対象として単一細
胞内の発現遺伝子プロファイリングを行う。 

３．研究の方法 

迅速かつ簡便な単一細胞分離を実現する
ために、遠心力によって送液が可能なラボデ
ィスクを作製した。ラボディスクの直径は約
10cm で、中心から外側にかけてジグザグに
マイクロ流路を設けてある。このマイクロ流
路の円周方向に対して多数のマイクロチャ
ンバーを配置した。ラボディスクの中心付近
の inlet に粒子懸濁液 1l を入れ、ラボディ
スクを回転させる事で、粒子懸濁液がマイク
ロチャンバーに分離され、それに伴ってビー
ズや細胞等の粒子を単離する事が可能であ
る（Fig. 1（A））。 

 
Fig. 1 (A) Design of a Lab Disk and the scheme 

of the single cell isolation, (B) Details of 

micro-channels and chambers of the Disk  

PCR 用には、このディスクは直径４インチのシリ

コンウェファーを反応性イオンエッチング

（Deep-RIE）により、マイクロ流路形成し、これ

をガラス板と陽極接合して作製し、使用した。 
４．研究成果 
（１）サルモネラ菌のプロファイリング 
ラボディスクで分離されたチャンバー内

で PCR によって細胞の持つ特異遺伝子を増
幅し、サイクリングプローブ法により検出が
可能か検討した。シングルセル PCR のモデ
ルとして、食中毒の原因菌の一種のサルモネ
ラ菌を分離し、その特異遺伝子である invA
を検出した。PCR による増幅産物の蛍光検出
にはサイクリングプローブ法を使用した。
PCR 後、増幅産物の検出をイメージングアナ
ライザーでチャンバーの蛍光強度測定する
ことにより行った。 

サルモネラ菌を 400 cells/l 及び 200 

cells/l の濃度で PCR 試薬中に懸濁し、PCR

用ラボディスク上で細胞単離後、そのままシ
ングルセル PCR を行った。PCR 後、マイク
ロチャンバーの蛍光強度を測定し、それぞれ
の蛍光強度ごとにヒストグラムにまとめた
ものが Fig. 2 である。 

 
Fig. 2 Histograms of fluorescence intensities for 

different densities of S. enterica. The density of 

S. enterica was: (A) 400 cells/μL, (B) 200 

cells/μL. The white, gray, black, and striped 

bars indicate 0, 1, 2, and 3 cells, respectively. 

 

蛍光強度の分布は 400 cells/l では、蛍光
強度の４つグループがあり、蛍光強度は invA
遺伝子の初期濃度に依存する事から、それぞ
れサルモネラ菌が 0、1、2、3 個ずつ入って
いたと考えられる。同様に 200 cells/lでは、
蛍光強度の３つのグループが確認され、それ
ぞれサルモネラ菌が 0、1、2 個入っていたと
考えられる。さらに、200 cells/l の場合では
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400 cells/l の場合に見られた、0 個と 1 個
の間の分布の重なりが見られなかったので、
200 cells/l 以下の濃度ではサルモネラ菌の
入っていないチャンバーと１つ入っていた
チャンバーとの区別が可能であった。以上の
事から、ラボディスク上で、細胞単離後、そ
のままシングルセル PCR が可能であること
が確認された。 

また、大腸菌とサルモネラ菌の間で選択性
の検討を行った。大腸菌のみを 200 cells/l

の濃度で PCR 試薬中に加えたものと、大腸
菌とサルモネラ菌を 100 cells/lずつPCR試
薬に加えたものをラボディスク上で分離し、
PCR による検出を行った。その結果、大腸菌
のみのものでは蛍光強度の増加したチャン
バーは確認されず、サルモネラ菌と大腸菌を
混ぜたものではサルモネラ菌の入ったと思
われる数だけ蛍光強度が増加したチャンバ
ーが確認された。この結果から、このディス
ク上で PCR により特定の菌だけを検出でき
る可能性が示唆された。 

 

（２）Jurkat Cell のプロファイリング 

PCR 用細胞単離ラボディスク上でシング
ルセル PCR による単一細胞内の遺伝子の検
出が可能であったので、次に、RT-PCR によ
り単一細胞の発現遺伝子の検出が可能かを
検討した。シングルセル RT-PCR のモデルと
して、ヒト急性白血病 T 細胞である Jurkat 

Cell を用いてハウスキーピング遺伝子の
GAPDH をターゲットとして研究を行った。 

PCR 用ディスク上でシングルセル
RT-PCR を行うために、RT-PCR 試薬中に
Jurkat Cell を懸濁し、細胞から直接、熱サ
イクルのみでRT-PCRを行う、hot cell-direct 

RT-PCR を考案した。一般的な逆転写酵素を
用いた場合は、１チューブ内で熱による細胞
溶解と逆転写を行おうとすると、逆転写酵素
が細胞溶解時の熱によって失活してしまう
ために逆転写できない。本研究では、逆転写
活性を持つ耐熱性ポリメラーゼである Tth 

DNA polymeraseを用いる事で１チューブ内
での hot cell-direct RT-PCR を可能とし、蛍
光プローブを用いてその増幅産物を検出す
る事が可能であった。 
蛍光検出のためのプローブにはダブルダ

イプローブを用いた。このプローブはそのま
まではクエンチャーによって消光している
が、増幅産物に結合し、ポリメラーゼの 5’
ヌクレアーゼ活性によって分解され、蛍光を
発するようになる。 

Jurkat cell のシングルセル RT-PCR にも
サルモネラ菌のシングルセル PCR に用いた
のと同様の PCR 用ラボディスクを用いた。
このラボディスクの inlet に RT-PCR 試薬と
Jurkat cell の混合溶液を 1l 入れ、5000rpm

で 30 秒間回転させる事によって細胞単離を

行った。その後、連続的に thermal cycler を
用いて細胞溶解（95℃10 分）、逆転写（42℃15

分）、PCR を行い、Jurkat cell 中の GAPDH

の mRNA を増幅し、イメージングアナライ
ザーで蛍光強度を確認した。 

本研究ではまず、ラボディスク上での PCR

サイクル時のアニール温度、PCR の熱サイク
ルの時間を最適化し、PCR サイクル毎の蛍光
強度の増加を確認した。50℃から 60℃のア
ニーリング温度で検討したところ、54℃で最
も高い蛍光強度を示す事が確認された。また、
PCR の熱サイクルの時間は 10 秒から 30 秒
で行ったところ、20 秒で最も高い蛍光強度を
示し、その時の蛍光強度はチューブ内で行っ
た hot cell-direct RT-PCR の蛍光強度とほぼ
同等の値を示した。そこで、PCR は 94℃で
20 秒、54℃で 20 秒、72℃で 20 秒の熱サイ
クルで行うことにし、PCR サイクルによる蛍
光強度の増加を測定したところ、蛍光強度は
20 サイクル目から上がり始め、30～40 サイ
クルで急激に増加し、40 サイクルで飽和する
事が確認された。よって、本研究では、確実
に細胞からの増幅産物を検出するために
PCR サイクル数は 40 サイクルで行うことと
した。 

シングルセル RT-PCR を実現するために、
Jurkat cell がラボディスク上で単一細胞分
離可能か調べたところ、400～10 cells/l の
濃度でポアソン分布に従って分離される事
が確認された（Fig. 3）。 

 

 
Fig. 3 The Jurkat cell was isolated on Lab Disk 

at 5000 rpm. Bar, 100 m. 

 
次に、Jurkat cell を 10～400 cells/l の度

で RT-PCR 試薬中に懸濁し、PCR 用 CD 型
細胞単離デバイス上で細胞単離後、そのまま
hot cell-direct RT-PCR を行う事でシングル
セル RT-PCR を行った。Hot cell-direct 

RT-PCR 後、マイクロチャンバーの蛍光強度
を測定し、それぞれの細胞濃度ごとにヒスト
グラムにまとめたものが Fig. 4 である。 

 

蛍光強度は 150付近と 500付近に二つの分
布が確認された。Jurkat cell が入っていない
ネガティブコントロール（NC）では蛍光強
度が 350 以下を示すことから、蛍光強度 350

以上のものは Jurkat cell が入っており、
GAPDH の mRNA を RT-PCR によって検出
できたものと考えられる。また、蛍光強度の

Jurkat cell 



増加しているチャンバーの数はポアソン分
布から計算される Jurkat cell の入っている 

チャンバー数とほぼ一致し、相関係数は
0.9866 となった。 

Fig. 4 Histograms of fluorescent intensity for 

different densities of Jurkat cells. The 

concentrations of Jurkat cells were 400, 200, 

100, 50, 10 cells/μL. 

 

さらに、200 cells/l の濃度では細胞の入っ
ているチャンバーで 95％以上が単一細胞で
ある事から、200 cells/l 以下の濃度では、
蛍光強度の増加しているチャンバーの 95％
以上が Jurkat cell の GAPDH 遺伝子に対し
てシングルセル RT-PCR が可能であった。 

以上より、原核生物のサルモネラ菌に対し
て、PCR 用ディスクを用いて、単一細胞分離
後、サルモネラ菌特異遺伝子である invA 遺
伝子を PCR により増幅し、サイクリングプ
ローブ法によって検出する事が可能であり、
シングルセル PCR に関して、大腸菌とサル
モネラ菌との間で選択性を確認する事に成
功した。さらに、逆転写活性を持つ Tth DNA 

polymeraseを使用して PCR用ラボディスク
で hot cell-direct RT-PCR を行った結果、
Jurkat cell中の GAPDHの mRNAを増幅す
る事に成功した。Jurkat cell をラボディスク
上に単離後、そのままhot cell-direct RT-PCR

の熱サイクルをかけることによって、シング
ルセル RT-PCR に成功した。この PCR 用ラ
ボディスクを用いることで、簡単かつ迅速に
細胞単離を行う事ができ、多数の細胞に対し
て同時に RT-PCR により発現遺伝子検出で
きることが示された。 
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