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研究成果の概要：分子レベルで生命や細胞機能を正確に理解するには、生命の基本単位である
個々の細胞に含まれるすべての分子種とその動態を精密に定量解析すると共に、細胞間の相互
作用をモニターして生命活動を統合的に把握する必要がある。本研究では、組織や血液を構成
する細胞群の中から標的細胞を１つ選出し、そこに含まれている全てのあるいは主要な mRNA
を抽出し、精密に定量分析する技術の開発を目的とした。その要素技術として、組織や血
液の中から標的細胞を１個ずつ選出し取り出す技術、その中に含まれる全ての mRNA
を効率よく抽出し cDNA に変換する技術、個々の cDNA を増幅しビーズに捕獲する技
術、ビーズ上に捕捉された遺伝子の配列を一括して決定するシークエンスシステム、
膨大な配列を繋ぎ合わせ定量的に表示可能な情報解析システム、さらに得られた解
析データを検証するための非侵襲的細胞内 mRNA 検出技術を開発し、１細胞内の発現
変動のモニタリングを可能とする統合的システムの実現のための基盤を構築した。 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトゲノム解析が完了し、大量の分子化学デ
ータを生命活動の解明と医療などへ応用す
ることが大きな課題となりつつあった。しか
し、これまでに得られている分子科学的なデ
ータ、特に遺伝子発現プロファイルなどの生
命活動に密接に関連した、多くの細胞の時間
的空間的な平均値として得られたものであ
り、実際の生命活動を必ずしも反映しないこ
とが指摘され始めていた。これら課題を克服
するには１つの細胞を用いて遺伝子の発現

やタンパク質の組成分析などを行う必要が
あるが、研究開発当初は世の中に１細胞を対
象とした良い定量分析技術が無く、１細胞内
のmRNAなどの精密定量分析は困難であった。 
一方、米国ではゲノム解析に続いて細胞レベ
ルでの解析機運が高まりつつあり、細胞アレ
イを用いた医薬品のスクリーニングや関連
技術の開発に NIH（米国国立衛生研究所）が
膨大な研究投資を始めるなどの状況であっ
た。これに伴い、１細胞に含まれる物質の分
析 に 興 味 が 持 た れ 始 め 、 Analytical 
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Chemistry誌に”Single-Cell Scene”などの
特集が組まれていた。 
このような背景下で１細胞分析に必要なツ
ールの開発を目指して、本特定領域研究をタ
イムリーにスタートした。本計画研究では、
１細胞を対象としてmRNAを効率よく抽出し、
cDNA ライブラリーを作製すると共に、それら
を精密に定量分析する技術及び細胞内にプ
ローブを導入してモニターする技術の開発
を目指した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、組織や血液の中から標的細
胞を選出し取り出す技術、標的とする１
細胞に含まれる全てあるいは主要な
mRNA を効率よく抽出し cDNA に変換する
技術、個々の cDNA を１コピーから並列
して増幅してそれぞれをビーズに捕獲
する技術、ビーズ上に捕捉された DNA
コピーの配列を一括して決定するシス
テム、膨大な配列を繋ぎ合わせ定量的に
表示可能な情報解析システムの構築を
目的とした。さらに、得られた解析デー
タを検証するため、非侵襲的な細胞内
mRNA 検出技術の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）１細胞集積デバイスの開発（竹山） 
レーザー加工によってプラスチック基板上
に 100×100 のアレイ状の微細貫通孔を作製
した。このアレイ上にマイクロ流路と配し、
１細胞集積デバイスを構築した。本デバイス
は各微細孔下方から陰圧を付加することで、
物理的に細胞をトラップするものであり、細
胞への侵襲性の少ない細胞捕捉法を採用し
た。細胞捕捉効率の検討を行い、ヒト末梢血
単核球の約0.1%に当たる造血幹細胞(CD34+細
胞)の検出に利用した。 
（２）１細胞からの mRNA 回収マイクロプロ
ーブの開発（珠玖、神原） 
１細胞操作-特に走査型プローブ顕微鏡を基
盤とするマニピュレーション-物質輸送制御-
細胞応答の追跡システムを展開し、ガラスキ
ャピラリや微小電極、マイクロ流体プローブ
を組合せ、接着細胞、細胞塊を含む様々な系
で、１細胞または極少数の細胞サンプルから
のmRNA定量を検討した。 
（３）１分子 PCR 法の開発（竹山、神原） 
表面吸着を除去（ブロッキング）処理したチ
ャンバーアレイ(3.6×105孔、容量 490 pl)に、
1 copy/well のテンプレート DNA 分子を導入
し、それぞれの DNA を個別増幅する技術を開
発した。また、ビオチン化した DNA 断片と充
分量のストレプトアビジン固定化ビーズを
混合し、１DNA 断片／1 ビーズ以下となるよ
うに試料を調製し、チャンバーに導入するこ
とで、効率よい DNA１コピー増幅を実現した。 

（４）PCR 増幅産物の配列解析用ビーズ上へ
の高効率搬送技術の開発（竹山、神原） 
個別並列増幅したPCR産物を配列解析に用い
る担体ビーズに効率よく搬送する必要があ
る。そこで、ハイドロゲルを含有する PCR 反
応液を調製し、ビオチン化オリゴヌクレオチ
ドを用いてチャンバーアレイ中でまずPCRを
行った。次いでチャンバー内に１個のビーズ
をそれぞれ導入する必要があるが、反応液の
冷却・固化によってチャンバー上に形成され
た凹みにアビジン固定化ジルコニアビーズ
(φ22 μm)を導入することで、１粒子／孔の
ビーズアレイを構築した。これを加温するこ
とでゲルを溶解させ、ビオチン－アビジン反
応を介して、ビーズ上にPCR産物を集積した。 
（５）酵素固定化磁気微粒子を用いたパイロ
シークエンス法の開発（竹山、神原、小畠） 
大腸菌形質転換体より、ビオチン化 pyruvate 
phosphate dikinase (PPDK)及び luciferase の
生産を行い、各酵素の精製を行った。精製し
たビオチン化酵素を各タンパク量比
（PPDK:luciferase=5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5, 
1:10, 1:102, 1:103, 1:104）でストレプトア
ビジン被覆した磁気微粒子に導入し、PPDK と
luciferase を固定化した磁性粒子を作製し
た。同粒子を用いてピロリン酸検出を行った。
また、連続使用における酵素耐久性を検討し
た。また、luciferase の改良を検討した。 
（６）パイロシークエンシング法における読
み取りエラー発生シミュレータの開発（秋山、
神原） 
パイロシークエンスから得られる大量の配
列断片データ処理・解析法の構築に向けて、
下記３つの分野をカバーする６項目の研究
開発を実施した。 
・配列読み取りを支援する情報技術 
 (a)パイロシーケンシング法シミュレータ 
 (b)読み取り誤差を訂正するシステム 
・配列断片のゲノム貼り付けの情報技術 
 (c)動的計画法による高速な精密貼り付け 
 (d)近似法との併用による超高速貼り付け 
・既存情報との比較を行う情報解析技術 
 (e)既存ソフトの活用による情報解析 
 (f)情報解析プラットフォームの新規構築 
（７）光シグナルタンパク質を利用した非侵
襲的細胞内 mRNA 検出法の開発（小畠） 
研究項目１～７において開発される mRNA
のデジタル精密計測技術に加えて、非破砕か
つ非侵襲的なmRNA検出技術の開発を行っ
た。特に、細胞内で産生される生体材料を
用いる手法として、FRET タンパク質プローブ
を用いた mRNA検出技術の開発を行った。 
 
４．研究成果 
（１）単一細胞捕捉デバイスの開発（竹山） 
デバイスに細胞懸濁液を導入後、1 分間の吸
引操作を行うことで、導入した全細胞の約



90%を捕捉し、微細孔上に規則的に配列する
ことが可能であった。また、非接着性の細胞、
例えば血液細胞なども規則的に基板上に捕
捉し保持することが可能であり、単一細胞を
高密度に集積化することによって、撮像・解
析の迅速化・簡易化が実現できた。本細胞捕
捉技術の応用として、細胞捕捉後にマイクロ
流路内の液交換を連続的に行い、捕捉細胞に
対して fluorescence in situ hybridization
を行う手法を開発した。本手法により、血清
供給条件と血清飢餓条件で培養した細胞に
おけるE-actin mRNA発現量の変動を単一細胞
レベルで明らかにした。さらに、本デバイス
の高い細胞捕捉効率を利用することで、ヒト
末梢血単核球を微細孔アレイ上に網羅的に
捕捉し、蛍光イメージングにより個々の細胞
の免疫表現型を解析し、ヒト末梢血単核球の
約 0.1%に当たる造血幹細胞(CD34+細胞)の検
出を実現した。以上のように、数万レベルの
細胞を捕捉できる細胞マイクロアレイを実
現しており、本技術は非侵襲な単一細胞解析
の実現を支える基盤技術の一つになる。 
（２）単一細胞からの mRNA 回収マイクロプ
ローブの開発（珠玖、神原） 
1細胞由来の mRNA 定量解析を可能とするプロ
ーブとして、ガラスキャピラリプローブ、リ
ング電極プローブ、流体プローブを開発した。
微小リング電極プローブにより、顕微鏡
観察下狙った 1 細胞を電場破砕し、ほぼ
100％の効率で mRNA を回収、定量解析す
る こ と に 成 功 し た 。 目 的 遺 伝 子
（E1-integrin）の相対発現量の違いから、細
胞株の違い（例えば乳癌細胞 MCF-7 と乳腺細
胞 HMT-3522 T4-2）が 1 細胞レベルで判別可
能であることが分かった。また、プローブ 

 
図１ θ形状のデュアルキャピラリーを用い
た細胞からの mRNA 抽出 
 
先端に、局所的層流を誘起して細胞破砕液を
作用し、単層培養系から1細胞を回収した（図
１）。リング電極探針によりマウス胚の内部
細胞塊と栄養外胚葉から細胞を採取し、マー
カー遺伝子により未分化状態を評価可能であ
ることを確認した。ハウスキーピング遺伝子
に着目し、キャピラリーおよびリング電極探

針により１細胞 mRNA定量を実施した結果、10
コピー/cell 程度の低発現遺伝子を検出でき
た。ITO 電極上に損傷回復モデルを作製し、
傷修復領域の遺伝子発現が多細胞系と異なる
ことを示唆する結果を得た。 
（３）１分子 PCR 法の開発（神原、竹山） 
490 pL の孔内で１DNA 断片を PCR 増幅する技
術における増幅率は 4.1×107であり、一般的
なチューブPCRとほぼ同程度の増幅率を確認
した。また、cDNA ライブラリーは磁気ビーズ
上に作製することが多い。そこで、ストレプ
トアビジン固定化ダイナビーズ(2.8 Pm)に１
DNA 断片以下／１粒子になるように調製した
ビーズをPCRテンプレートに用いた場合には
増幅率は若干低下したものの、増幅率
2.8×107を確認した。この量はパイロシーケ
ンシングによる配列決定を行う上で充分な
量である。 
（４）PCR 増幅産物の配列解析用ビーズ上へ
の高効率搬送技術の開発（神原、竹山） 
PCRあるいはcDNA作製に用いるビーズは直径
が小さく、表面積が小さいことから配列解析
に要求される充分量の DNA を保持できない。
そこで、更に大きなビーズの表面に PCR 産物
を搬送する技術が必要となる。計測用に用い
るジルコニアビーズを1粒子/１PCRチャンバ
ーの割合で導入することができれば都合が
良い。 

図２ 左図：アガロース(赤)上の凹みにトラ
ップされたジルコニアビーズ(白)、右図：本
系を用いた PCR の模式図 
 
そこで、通常では複数のビーズが入ってしま
う反応セルをハイドロゲルで満たし、固化後
に生じる凹みを利用して１個ずつビーズを
チャンバー内に配置する技術を開発した。ま
た、アガロース融解・固化・ビーズの重層を
繰り返すことで、異種ビーズを 1粒子ずつ孔
に落とすことが可能であり、これは種々の応
用にも使える技術である（図２）。チャンバ
ー内で再度 PCR を行い、アビジン標識ジルコ
ニアビーズ上に1×107分子のPCR産物を保持
することができた。これを用いてパイロシー
クエンスを行い、配列解析に十分な発光量を
確認した。すなわち、1 分子 DNA からパイロ
シークエンシングを行うプロトコルを確立
した。 
（５）酵素固定化磁気微粒子を用いたパイロ
シークエンス法の開発（竹山、神原、小畠） 



パイロシーケンシングではテンプレート DNA
に加えて酵素類もビーズに固定して反応セ
ル内に保持する必要がある。これらに用いる
酵素としてビオチン化 PPDK 及び luciferase
を新たに作製した。その酵素活性を測定した
結果、それぞれ 508.9、2.2 mU/mg で、パイ
ロシーケンシングに充分な活性を持ってい
た。ストレプトアビジン被覆の磁気微粒子に
ビオチン－アビジン反応を介して固定 PPDK
および luciferase を固定して発光反応の評
価を行った。（図３）。 
 

図 3 PPDK-luciferase-磁気微粒子の模式図 
 
その結果、PPDK 及び luciferase をタンパク
量比 1:5 で導入した際に、最も高い S/Ｎ比が
得られた。また、この PPDK-luciferase-磁気
微粒子を用いて、ピロリン酸検出を繰り返し
行ったところ、発光強度の低下は見られず、
粒子上の酵素の安定性が確認された。これは
パイロシーケンシングのプラットフォーム
として使用可能で、かつ、繰り返し使用可能
なためコスト低減にも有効である。さらに、
遺伝子操作技術を用いて、比活性が高く、か
つ dATP に対する反応性が低い酵素の取得に
も成功し、よりパーフォーマンスの高い改良
luciferase を作製した。 
（６）パイロシークエンシング法における読
み取りエラー発生シミュレータの開発（秋山、
神原） 
・配列読み取りを支援する情報技術 
(a)パイロシーケンシング法シミュレータ 
パイロシーケンシング法は、一度に大量の配
列をシーケンシングできる一方、長い配列の
シーケンシングを進めていく過程で、不完全
塩基対形成や、余剰塩基除去ミスなどにより、
特有の読み取り誤差が入る傾向がある。同シ
ークエンシング法における配列読み取りエ
ラーの発生過程を詳細に研究する目的で、ソ
フトウェアシミュレータSimPyroを独自に設
計し、完成させた。 
・配列断片のゲノム貼り付けの情報技術 
(c)動的計画法による高速な精密貼り付け 
GPGPU（汎用的なグラフィックプロセッサボ

ード）の利用による高速なマッピングシステ
ムを設計、開発した。 
・既存情報との比較を行う情報解析技術 
(e)既存ソフトの活用による情報解析 
計測データを基に遺伝子発現分布などを求
めるための情報解析環境を構築した（図４）。 
 

図４ 情報解析プラットフォーム画面例 
 
(f)情報解析プラットフォームの新規構築 
既存のデータベースへの相同性検索や、モチ
ーフ解析などを、網羅的に行うためのプロト
タイプソフトウェアを開発した。複数のデー
タに関する相同性検索などの処理を一括し
て予約でき、計算はネットワーク上に接続さ
れた強力なコンピュータを呼び出して順次
行うことができる。 
（７）光シグナルタンパク質を利用した非侵
襲的細胞内 mRNA 検出法の開発（小畠） 
破壊検査に加えて非破壊 mRNA 検査技術を開
発して比較することは、データの精度を上げ
る上で重要である。そこで、化学合成した蛍
光修飾プローブを使用せず、細胞内で産生可
能なコンポーネントのみを利用した mRNA 検
出法の開発を試みた。これは非破砕かつ非侵
襲的な mRNA 検出法として長期にわたる時空
間的な mRNA 解析が可能になると考えた。特
定 mRNA 配列に結合し安定化するペプチドを
利用して、FRET プローブを開発した。その検
出限界は 2.5 nM であり、その他の FRET を利
用したタンパク質プローブと比較しても非
常に低い検出限界を持つことが示された。さ
らに、蛍光或いは発光活性を有する 2つのタ
ンパク質プローブと、ターゲット mRNA と相
補的な異なる部分配列を有する 2つの RNAプ
ローブを組み合わせて使用することにより、
任意のRNAを高感度に検出できることが明ら
かになった。 
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