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研究成果の概要（和文）：SINC-seq法を発展させて，ナノポアシーケンサーと組み合わせたNanoSINC-seq法を開
発した．そしてトランスクリプト量のゆらぎが核と細胞質でどの程度変化しているか1細胞解像度で定量的に評
価した (Sci Adv 2021)．
SINC-seq法の細胞質成分の抽出におけるRNA分子の流動現象について考察し，RNA分子の長さに依存しない均一な
抽出を実現する上で有利であることを示した．(Anal Chem 2020)
SINC-seq法の適用範囲を拡大するため，マイクロ流路の設計を工夫し，植物細胞塊の一部の細胞から選択的に細
胞質分子を抽出する方法を開発した．(Analyst 2021)

研究成果の概要（英文）：We developed an approach that dissects the expression of the RNA isoforms in
 cytoplasm and nuclei at single-cell resolution coupling a nanopore-based sequencing and single-cell
 integrated nuclear and cytoplasmic RNA-seq (SINC-seq), dubbed NanoSINC-seq. To multiplex the 
nanopore-based sequencing, our approach synthesized full-length complementary DNA (cDNA) with a 
sample barcode by amplifying cDNA with barcoded primers. NanoSINC-seq revealed that the usage of 
nuclear transcripts was notably more diverse than that of cytoplasmic transcripts.
We developed color-coded hydrogel beads to multipex the SINC-seq approach. We leveraged a 
microfluidic water-in-oil system to generate the uniform-sized hydrogel beads. 
We immobilized DNA barcodes with poly(T) sequences on the hydrogel beads to synthesize cDNA with a 
unique bead-ID sequence. We also developed a fluorescence microscopy approach to decode the bead-ID 
sequence. 

研究分野： マイクロ流体工学

キーワード： 1細胞　RNA　次世代シーケンス解析　マイクロ流体　分子バーコード　ナノポアシーケンサー　転写後
制御　トランスクリプト

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
真核生物では核においてRNAが転写され，細胞質においてタンパク質が翻訳される．転写から翻訳までのRNA発現
量制御の詳細について世界で初めて1細胞解像度かつアイソフォーム解像度で明らかになった． 
SINC-seq法では電気泳動を用いた細胞質RNAの抽出を行うが，RNA分子の長さが抽出の所要時間に与える影響など
不明な点が多くあった．本研究により電気泳動時のRNA分子の流動が詳細に明らかになり，網羅的遺伝子発現解
析に適した抽出方法であることが示された．
これまでSINC-seq法の適用範囲は哺乳類の細胞に限定されていたが，本研究により細胞壁を有する植物細胞への
応用できる方法に拡張された．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年の 1 細胞解析分野の技術革新はまさに日進月歩である．2000 年初頭からその重要性が認

識され始め，2012 年に Fluidigm 社が 96 細胞を並列で処理する集積化マイクロ流体システム C1

を上市したことにより 1 細胞 RNA-seq が一気に広まった．そして，2015 年に 1 細胞解析のスル

ープットを大幅に向上する Drop-seq 法および inDrop RNA- seq 法が Harvard 大学の研究グループ

から報告され(本方法もマイクロ流体技術を応用)，2017 年にはマイクロ流体技術を使わないコン

ビナトリアル indexing 法が Washington 大の研究グループから報告された．これら技術革新によ

り，数千個あるいは数万個の 1 細胞データを現実的な費用で取得できるようになった．例えば

Human Cell Atlas などの国際プロジェクトでは，上記技術を活用してヒトの体に存在する全細胞

種の遺伝子発現パターンをカタログ化する研究活動が進められている． 

多くの 1 細胞 RNA-seq データを集積することで，例えば細胞分化の経路を遺伝子発現変動の

経路として記述することができる．ただし，1 細胞から得られる RNA 発現情報は細胞を溶解し

た時刻におけるスナップショットを表しているにすぎず，1 細胞のダイナミクス情報を全く含ん

でいない．そのため，仮想的な時間(pseudotime)を活用して遺伝子発現変動の経路を推定する試

みが成されているが，真の実時間情報は従来の 1 細胞 RNA-seq からは得られない． 

この状況を背景として，我々は核-細胞質の RNA 発現から細胞のダイナミクス情報を計測す

るアイデアを得た．すなわち，核内における RNA 発現変動が細胞質へ輸送・伝搬していく過程

で生じる時間差からダイナミクス情報を抽出しようとするものである．そして，我々は SINC-

seq(single cell integrated nuclear and cytoplasmic RNA-sequencing)法と呼ばれる 1 細胞の細胞質 RNA

と核 RNA の発現を独立で計量する独自の手法を開発し，その RNA 発現データから 1 細胞の細

胞質 RNA と核 RNA の発現パターンに存在する相関性と生命現象の関係を世界で初めて明らか

にした(Abdelmoez et al. Genome Biol 2018)．この研究では 86 個の一細胞すなわち 172 個の RNA

発現データを取得して解析を進めたが，我々が真に追い求めたい問い“核 RNA と細胞質 RNA

の発現パターンの差は細胞のダイナミクスを表現するか”について，統計的優位な結論を得られ

なかった．また，従来の SINC-seq では費用の観点から解析する細胞数を増やすことが困難であ

り，新たな技術的ブレークスルーが必要であった． 
 
２．研究の目的 

以上の背景から本研究では，以下に示す新たな取り組みにより，1 細胞の細胞質と核の RNA

発現に注目し，それらの差異から細胞のダイナミクス情報を抽出する方法論の創成を目的とし

た． 

 
３．研究の方法 

(1) 従来の次世代シーケンス解析では，RNA から逆転写反応により作製した cDNA を断片化す

る工程が必須であり，解析データからアイソフォームを特定することが困難であった．本

研究では，cDNA の断片化を経る事なくシーケンス解析が可能なナノポアシーケンサーを

活用して，細胞質 RNA と核 RNA をアイソフォーム解像度で定量し，その定量結果から真核

生物における転写後制御の様式を考察した． 

(2) SINC-seq 法のスループットを向上させることを目的として，DNA バーコードを活用した実

験システムを開発した．本研究では要素技術としてカラーコードを付与できるハイドロゲ

ルビーズを開発した。 

  



４．研究成果 

(1) NanoSINC-seq 法 (Oguchi et al. Sci Adv 2021) 

SINC-seq 法を発展させて，ナノポアシーケンサーと組み合わせた NanoSINC-seq 法を開発した．

NanoSINC-seq 法は RNA 分子から逆転写により作製した相補的 DNA 鎖を鎖長の短い DNA 断片にす

ることなく，全長のまま塩基配列を読み出す方式であるため，トランスクリプト解像度で RNA 分

子を特定できる．これを活用することで，トランスクリプト量のゆらぎが核と細胞質でどの程度

変化しているか定量的に評価した．その結果，例えば，翻訳に関わるリボソームを構成するタン

パク質に関連する遺伝子ファミリーでは細胞質でゆらぎが大きくなっている一方で，RNA スプ

ライシングに関連する遺伝子ファミリーではそれが減衰していることが明らかとなり，核-細胞

質の RNA 輸送を含む転写後制御の全体像を遺伝子網羅的に俯瞰することに成功した． 

(2) カラーコードマイクロビーズの開発 

1 細胞 RNA-sequencing に実時間軸の概念を導入することを目指し，Hight-throughput single-

cell integrated nuclear and cytoplasmic RNA-sequencing (HT-SINC-seq)の要素技術である

バーコード配列を有するマイクロビーズの開発した．このマイクロビーズはカラーコードと DNA

バーコードが対応したものであり，最終的に画像による検出と次世代シーケンス解析を接続す

ることを可能にする．マイクロ流路を用いた water-in-oil システムを活用し，10-20 um の直径

かつ分散の非常に小さなマイクロビーズの生産を達成した．カラーコードを付与する手順にお

いて化学耐性の課題が生じたが，複数の試薬を検討して課題を解決できた．開発したマイクロビ

ーズを用いて 1細胞および精製 RNA サンプルの RNA-sequencing 解析を実施し，マイクロビーズ

等が逆転写や PCR 増幅反応に対して何ら悪影響を及ぼさないことを確認できた．また，カラーコ

ードの読み出しを行う蛍光顕微鏡システムを構築し，画像解析による読み出しを試みた．蛍光顕

微鏡システムは共焦点撮影を採用し空間解像度の向上を図った．当初計測のダイナミックレン

ジが不十分であるという課題が生じたが，撮影条件の最適化と画像解析アルゴリズムの改善に

より，最終的にフローサイトメーターと同様の蛍光計測を可能にした． 

(3) マイクロ電気穿孔による細胞質 RNA 抽出の流動解析 (Abdelmoez et al. Anal Chem 2020) 

SINC-seq法の細胞質成分の抽出におけるRNA分子の流動現象について力学的観点から考察した．

ここでは慢性白血病由来の K562 細胞株を用いて抽出過程における RNA 分子の挙動を観察した．

細胞質から抽出された RNA 分子は主に溶液中に分散した状態と，粒子状に凝集した状態の二状

態が観察され，この二種が異なる流動現象を示すことがわかった．具体的には分散状態の RNA 分

子は粒子状のそれと比較して短時間で細胞外へ抽出され，その抽出過程は単調かつ再現性の高

いものであった．一方で粒子状に凝集した RNA 分子は間欠的な抽出過程を示し，細胞ごとにばら

つきを示した．この抽出過程に観察された細胞ごとのばらつきの由来を明らかにするため，細胞

の顕微鏡画像から取得した形態情報と抽出の時定数を相関解析し，粒子状の RNA 分子はミトコ

ンドリア由来の RNA 分子であり，それらの局在状態が抽出過程を左右することがわかった．さら

に RNA 分子の流動現象を数値計算により解析した．解析から RNA 分子の抽出過程は電気泳動に

支配されており，分子拡散による影響は相対的に小さいことがわかった．自由溶液中における

RNA 分子の電気泳動移動度がその長さに依存しない一方で拡散係数は長さの増加に伴って減少

することを勘案すると，数値解析結果は本方法が RNA 分子の長さに依存しない均一な抽出を実

現する上で有利であることを示唆している． 

(4) SINC-seq 法の適用範囲拡大 (Analyst 2021) 

SINC-seq 法の適用範囲を拡大するため，マイクロ流路の設計を工夫し，植物細胞塊の一部の細

胞から選択的に細胞質分子を抽出する方法を開発した．この方法では，植物細胞塊を配置するマ



イクロ流路構造を大きく設計することで，対象細胞と非対称細胞それぞれに与えられる電場強

度に大きな違いを与えた．また，短時間のパルス状電場と直流電場の組み合わせにより選択的に

対象細胞の細胞壁の分子透過性を上昇させる方法を確立した．本方法を活用することで，細胞壁

を保持した状態の植物細胞から直接細胞質 RNA を抽出することに成功し，RT-PCR 法を用いた定

量も可能であることを示した． 
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